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Resumo: O solo saudável contém vários microrganismos benéficos para as plantas, 
auxiliando no desenvolvimento e crescimento. Dentre esses microrganismos, as 
bactérias que fazem a fixação biológica do nitrogênio têm destaque por se 
associarem a diversas espécies leguminosas em uma relação simbiótica. Essa 
associação benéfica é utilizada para produção de alimentos, utilizando bactérias do 
gênero Bradyrhizobium com a soja. Entretanto, o uso de agrotóxicos, como os 
herbicidas, pode diminuir o crescimento desses organismos benéficos em lavouras. 
Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a sensibilidade da bactéria 
Bradyrhizobium elkanii aos herbicidas fluazifop-p-butil e à mistura de glyphosate + s-
metolachlor. As bactérias foram ativadas em placas de Petri em meio YMA sólido em 
BOD a 28°C, em seguida multiplicadas em Erlenmeyers em meio líquido YMA até 
atingir a densidade ótica (DO) de 108 colônias, em agitador rotatório a 150 RPM a 
28°C. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com 
oito repetições. Foram três tratamentos contendo bactéria + herbicidas e 1 
tratamento controle contendo bactéria + água. Foram feitas leituras da absorbância 
em espectrofotômetro em placas de Elisa por 120 horas. Posteriormente, os dados 
de absorbância foram relacionados às Unidades Formadoras de Colônicas (UFC) 
por meio de diluições seriadas e contagem das colônias em placa. Os dados obtidos 
foram analisados por meio de análise de variância, regressão linear simples e teste 
de Tukey a 5% de significância. A taxa de crescimento da bactéria e sua densidade 
celular máxima foram menores nos tratamentos contendo os herbicidas.  
Bradyrhizobium elkanii foi sensível ao fluazifop-p-butil e à mistura de glyphosate + s-
metolachlor. 
 
Palavras-chave: Bradyrhizobium elkanii. Fixação biológica de nitrogênio. Fluazifop-
p-butil. Glyphosate. S-metolachlor. 
 
 

· ISSN: 2238-6424 · www.ufvjm.edu.br/vozes - DOI: https://doi.org/10.70597/vozes.v12i26.1000

http://www.ufvjm.edu.br/vozes
http://lattes.cnpq.br/9471404808200285
mailto:claudia.borges@emater.mg.gov.br
http://lattes.cnpq.br/0245541371135010
mailto:tayna.duque@ufvjm.edu.br
http://lattes.cnpq.br/1948250121809916
mailto:jbarbosasantos@ufvjm.edu.br


- 3 - 

 

 

 
Revista Vozes dos Vales – UFVJM – MG – Brasil – Nº 25 – Ano XII – 10/2024 – UFVJM – QUALIS/CAPES – 
LATINDEX – ISSN: 2238-6424 – www.ufvjm.edu.br/vozes 

Introdução 

 

As bactérias do gênero Bradyrhizobium, que fazem a fixação biológica de 

nitrogênio, estão dentro de um grupo de bactérias denominadas rizóbios, que 

estabelecem associação simbiótica com plantas leguminosas. As principais culturas 

em que essa tecnologia é utilizada são: feijão comum, feijão caupi, amendoim, 

adubos verdes e leguminosas arbóreas usadas em recuperação de áreas 

degradadas, sendo aplicada em maior escala na cultura da soja (EMBRAPA, 2011). 

A soja (Glycine max) é uma das commodities agrícolas mais importantes do 

mundialmente, utilizada na alimentação humana e animal e como matéria prima para 

diversos produtos na indústria. O Brasil é o seu maior produtor no mundo, com 

125.552,3 mil toneladas e o grão ocupa a maior área cultivada do país com 41.452,0 

mil hectares (CONAB, 2021; OLIVERIA E HECHT, 2016). 

A soja demanda 80 kg de nitrogênio para cada 1000 kg de grãos produzidos, 

devido ao alto teor de proteína presente nos grãos. Considerando que a eficiência 

dos fertilizantes nitrogenados dificilmente é maior que 50%, esse nutriente acrescido 

ao solo apenas na forma de fertilizante químico, impossibilitaria ou dificultaria muito 

a produção da cultura pelo seu alto custo (HUNGRIA ET AL., 2007; GAZZONI, 

2018). 

De acordo com Alves et al (2003), de 70 a 85% do nitrogênio requerido pela 

soja, em áreas bem manejadas, é resultante da fixação biológica. A elevada 

produtividade da cultura e as vantagens que traz para a economia brasileira, são em 

grande parte consequências da seleção de linhagens adequadas de Bradyrhizobium 

e o vínculo de grãos com a fixação biológica de nutrientes (FBN).  

Entretanto, vários produtos utilizados nas lavouras podem ser tóxicos para 

microrganismos do solo, diminuindo o seu crescimento e, consequentemente, a 

fixação biológica de nitrogênio. Dentre os produtos utilizados, os agrotóxicos, 

especialmente os herbicidas, podem ter impacto negativo sobre bactérias do gênero 

Bradyrhizobium (Barroso et a., 2020). Os herbicidas são utilizados em larga escala 

para controlar plantas daninhas nos cultivos e correspondem a mais de 50% de 

todos os agrotóxicos usados em lavouras (FAO, 2024). 

Os herbicidas fluazifop-p-butil (Fusilade®) e a mistura de glyphosate + s-

metolachlor (Sequence®) são registrados para a cultura da soja, sendo o fluazifop-p-
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butil para controle de gramíneas em pós-emergência e o glyphosate + s-metolachlor 

para controle de gramíneas e folhas largas em pré-emergência e pós-emergência de 

variedades tolerantes ao glyphosate (MAPA/Agrofit, 2024). Ambos são utilizados 

como opções para controle de plantas daninhas resistentes ao glyphosate isolado. 

Porém, avalições quanto aos impactos negativos destes herbicidas em bactérias 

fixadoras de nitrogênio ainda são escassos. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos herbicidas 

fluazifop-p-butil (Fusilade®) e a mistura de glyphosate + s-metolachlor (Sequence®) 

sobre o crescimento de Bradyrhizobium elkanii BR029. 

Material e Métodos 

 

Localização  

 

O trabalho foi realizado nos Laboratórios de Fitopatologia do Departamento 

de Agronomia, de Microbiologia do Departamento de Engenharia Florestal e no de 

Imunologia do Centro Integrado de Pesquisa e Saúde da UFVJM. O experimento foi 

esquematizado em um delineamento inteiramente casualizado com oito repetições.  

 

Ensaio de crescimento bacteriano 

 

A bactéria isolada Bradyrhizobium elkanii (BR 29) é um isolado da Embrapa 

Agrobiologia, foi adquirida da Universidade Federal de Lavras e foram ativadas em 

meio YMA sólido, em placas de Petri, mantidas em BOD a 28ºC. As bactérias foram 

multiplicadas em meio líquido YMA contendo (sacarose, K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, 

NaCl, extrato de levedura, KOH, azul de bromotimol), e incubadas em Erlenmeyer 

em BOD, durante 120 horas em agitador rotatório 150 RPM. O meio de cultura 

utilizado para crescimento em Erlenmeyer, até alcançar a densidade ótica (DO) ideal 

de 108 UFC ml-1, foi YMA líquido, contendo sacarose, K2HPO4, KH2PO4, MgSO4, 

NaCl, extrato de levedura, azul de bromotimol. 

Os tratamentos foram compostos pelo meio de cultura contendo a solução de 

bactérias e a solução de herbicidas. Houve também um tratamento controle sem 

herbicida.  
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As soluções de herbicidas foram realizadas pela diluição dos produtos 

comerciais em água destilada, conforme as doses recomendadas (0,5 L ha-1 para 

fluazifop-p-butil e 2,5 L ha-1 para glyphosate + s-metolachlor) e filtradas utilizando 

filtro de 30 mm de diâmetro, com membrana PES de 0,22 µm, antes da adição ao 

meio de cultura. A leitura do crescimento bacteriano foi efetuada em placas de Elisa 

com 96 células e capacidade de 300 µL, contendo 180 µL de inóculo com bactéria e 

60 µL de herbicida. No tratamento controle foi adicionado água esterilizada no lugar 

do herbicida. Após isso, as placas de Elisa foram colocadas em agitação, e a 

avaliação de crescimento foi feita durante 120 horas em espectrofotômetro, pela 

absorbância, no comprimento de onda de 550 nm. 

Os valores de absorbância foram transformados em Log e correlacionados às 

unidades formadoras de colônias (UFC), obtidas por contagem em placas, 

precedidas da diluição seriada da solução de Densidade Ótica (DO) conhecida. As 

unidades formadoras de colônias foram estimadas com a equação: y=-

5*108*x²+1*109*x – 2*108. 

 

Análise estatística 

 

Os dados de crescimento bacteriano foram submetidos à análise de variância 

a 5% de significância. Quando significativos, o crescimento bacteriano foi analisado 

por meio de regressão linear simples e os dados de densidade celular máxima 

diferenciados por meio de teste Tukey, ambos a 5% de significância.  

 

Resultados e Discussão 

 

Todos os tratamentos apresentaram um ajuste de modelo quadrático, com 

aumento do crescimento entre 70 e 80 horas e decréscimo de crescimento a partir 

deste momento (Figura 1). 

O Bradyrhizobium é um gênero utilizado em associação com a soja a muitos 

anos, com eficiência na fixação biológica de nitrogênio (FBN) (HUNGRIA E 

MENDES, 2015). Agrotóxicos afetam o crescimento e funcionalidade de bactérias 

diazotróficas (BANKS et al., 2014; BARROSO et al., 2020). A identificação de 

herbicidas menos tóxicos a essas bactérias é fundamental para a promoção do 
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manejo sustentável de plantas daninhas e garantindo o suprimento de nitrogênio 

pela FBN.  

O comportamento de crescimento normal de uma bactéria geralmente é 

explicado por um modelo sigmoidal, que corresponde às fases de crescimento 

(BUKHMAN et at., 2015). Esses modelos caracterizam as fases Lag (de latência), 

exponencial (multiplicação celular), estacionária (população constante) e de morte 

celular (PANDEY et al., 2016). Nossos resultados foram melhores ajustados ao 

modelo quadrático e isso aconteceu, possivelmente, devido ao intervalo de quatro 

horas entre a primeira e segunda avaliação neste experimento, não sendo suficiente 

para identificar a fase de latência.  A fase Lag pode durar apenas minutos, 

dificultando sua identificação e gerando a necessidade de utilizar outros modelos 

lineares (PELEG et al., 2011), como o quadrático. 

O herbicida fluazifop-p-butil diminui a taxa de crescimento bacteriano ao longo 

das 120 horas de avaliação quando comparado ao tratamento controle, sem 

herbicida (Figura 1).  

 

Figura 1. Curva de crescimento de Bradyrhizobium elkanii (Log UFC mL-1) ao longo 

do tempo (horas) em tratamento contendo herbicida fluazifop-p-butil e tratamento 

controle. 

 

 O herbicida fluazifop-p-butil tem como mecanismo de ação em plantas a 

inibição da enzima Acetil-CoA carboxilase (ACCase), interferindo assim na síntese 
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de ácidos graxos, evitando a produção de fosfolipídeos necessários para o 

crescimento celular (MENDES E SILVA, 2023). Com a falta de lipídeos tem-se a 

despolarização da membrana celular (MENDES E SILVA, 2023). A ACCase é vital 

para a biossíntese de ácidos graxos, que é necessária para a formação da 

membrana celular bacteriana e para o crescimento geral da célula (CHENG et al., 

2009), desta forma, sua inibição pode ter causado a diminuição do crecimento de B. 

elkani. 

A taxa de crescimento da bactéria Bradyrhizobium elkanii foi menor no 

tratamento contento a mistura dos herbicidas glyphosate + s-metolachlor do que no 

tratamento controle durante o período de tempo analisado (Figura 2).  

  

Figura 2. Curva de crescimento de Bradyrhizobium elkanii (Log UFC mL-1) ao longo 

do tempo (horas) em tratamento contendo herbicidas glyphosate + s-metolachlor e 

tratamento controle. 

 

 A menor taxa de crescimento bacteriano com a mistura de glyphosate + s-

metolachlor também pode ser explicada devido ao mecanismo de ação do herbicida. 

O glyphosate bloqueia a ação da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase 

(EPSPS) em plantas, uma enzima que participa da rota do chiquimato, a qual 

também é encontrada em bactérias (TOHGE et al., 2013). Esse herbicida já foi 

relatado como inibidor dessa via metabólica em Bradyrhizobium (SANTOS et al., 

2005). Quando o glyphosate afeta processos comuns entre plantas e 
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microrganismos, há um risco elevado de intoxicação (GONZALEZ et al., 1996), o 

que pode prejudicar o crescimento microbiano. A inibição da EPSPS em 

microrganismos causa a interrupção da produção de proteínas (ARISTILDE et al., 

2017) e diminui os níveis da proteína DnaA, que é responsável por iniciar a 

replicação do DNA bacteriano, processo necessário para a divisão celular 

(LEONARD E GRIMWADE, 2011).  

O Mecanismo ação s-metolachlor em plantas está relacionado à inibição do 

crescimento inicial, por meio do impedimento da síntese de ácidos graxos de cadeia 

muito longa (MENDES E SILVA, 2023). O s-metolachlor inibe o crescimento e 

prejudica a atividade respiratória de bactérias (PEREIRA et al., 2009), o que pode ter 

afetado o crescimento de Bradyrhizobium elkanii. 

 A densidade celular máxima de Bradyrhizobium elkanii ao final das 120 horas 

foi menor nos tratamentos contendo fluazifop-p-butil e glyphosate + s-metolachlor do 

que no tratamento controle (Figura 3). 

  

Figura 3. Densidade Celular Máxima de Bradyrhizobium elkanii (Log UFC mL-1) em 

tratamentos contendo os herbicida fluazifop-p-butil e glyphosate + s-metolachlor e 

tratamento controle. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste 

de Tukey a 5% de significância. 
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A menor densidade máxima celular em ambos os tratamentos com herbicidas 

pode ser relacionado ao estresse causado por substâncias químicas. A aplicação de 

herbicidas pode causar efeitos negativos aos microrganismos do solo (SANTOS et 

al, 2005), isto porque as condições de estresse provocadas por um composto 

químico reduzem a eficiência do uso de carbono e energia devido à utilização de 

parte da energia disponível para manter mecanismos de tolerância molecular e 

bioquímica nos microrganismos (SCHIMEL et al, 2007).  

Procópio et al (2011) descreve em seu trabalho a redução da atividade de 

crescimento de Azospirilum brasielense em tratamentos com glyphosate e a mistura 

trifloxysulfuron + ametryn. Além dos efeitos negativos causados pelos ingredientes 

ativos puros, alguns adjuvantes, surfactantes ou outros produtos adicionados ao 

produto comercial, podem interferir negativamente no crescimento de microrganismo 

(MULLIN et al., 2016). 

A tolerância de algumas bactérias aos herbicidas pode estar relacionada à 

atividade de enzimas específicas, que ao quebrar a molécula do herbicida resulta 

em algum subproduto que as bactérias podem utilizar como fonte de carbono e 

nitrogênio, mantendo ou aumentando o seu crescimento (BARROSO et al. 2020). Os 

herbicidas diuron, sulfentrazone e 2,4-D foram utilizados como fonte de carbono 

para Bradyrhizobium BR 3901 e oxifluorfen como fonte de carbono e nitrogênio 

(BARROSO et al. 2020). 

 

Conclusão 

  

 Os herbicidas fluazifop-p-butil e glyphosate + s-metolachlor diminuíram o 

crescimento de Bradyrhizobium elkanii ao longo do tempo e a densidade celular 

máxima in vitro. Logo, pode-se considerar que essa bactéria é sensível à presença 

dos herbicidas em meios para seu crescimento. 

 Como implicação prática, o impacto negativo dos herbicidas avaliados sobre o 

crescimento de Bradyrhizobium elkanii, pode levar a uma diminuição da fixação 

biológica do nitrogênio em cultivos de soja que forem usados fluazifop-p-butil e 

glyphosate + s-metolachlor. 
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