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RESUMO

O inoculante microbiano para cana-de-acucar contendo células de Nitrospirillum
amazonense € uma tecnologia recente e tem sido adotada associada a mudas pré-
brotadas para aumentar de forma sustentavel a produtividade da cultura. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a sensibilidade da bactéria Nitrospirillum amazonense aos
herbicidas imazapic e indaziflam assim como o impacto dessa inoculacdo e
tratamentos herbicidas em mudas pré-brotadas de cana-de-acucar. A sensibilidade
“in vitro” da bactéria N. amazonense aos herbicidas foi avaliada por meio da técnica
de concentragcdo minima inibitéria (Ensaio 1). Neste ensaio foram avaliados 2
herbicidas (imazapic - 200 g i.a. ha e indaziflam - 100 g i.a. hal) em 5 doses. No
segundo ensaio foi avaliada a sensibilidade de N. amazonense aos herbicidas
imazapic e indaziflam, aplicados na dose comercial, em solo autoclavado. A
contagem da populacao bacteriana foi realizada através da técnica do nUmero mais
provavel (Tabela de McCrady). No ensaio 3 foram avaliados tratamentos herbicidas
(indaziflam, imazapic, clomazone, tebuthiuron, sulfentrazone, sem herbicida),
aplicados em pré-plantio de mudas pré-brotadas da variedade RB 966928, na
presenca e auséncia do inoculante N. amazonense. De acordo com os resultados
dos ensaios a presenca do indaziflam néo interferiu no crescimento in vitro da
bactéria N. amazonense, independentemente da dose. O imazapic ocasionou
inibicdo significativa no crescimento da bactéria apenas na dose 2DC. A contagem
da bactéria N. amazonense no solo dos tratamentos que receberam a aplicacao de
indaziflam e imazapic, nao deferiu em relagéo ao solo sem herbicida. As mudas pré-
brotadas da variedade RB966928 apresentaram alta sensibilidade ao herbicida
imazapic, independentemente da inoculacdo de N. amazonense. Os herbicidas
clomazone, tebuthiuron e sulfentrazone nao interferiram no efeito promotor de
crescimento de N. amazonense. A inoculacdo ndo resultou em alteracdo da
sensibilidade das mudas pré-brotadas aos herbicidas. Conclui-se que os herbicidas
avaliados neste estudo nao interferem na associacdo de mudas pré-brotadas da
variedade RB966928 com a bactéria N. amazonense, embora a seletividade para as

mudas seja diferencial entre os herbicidas.

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento; herbicidas; intoxicagao;

mudas pré-brotadas.
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1. INTRODUCAO

Devido a necessidade de suprir a crescente demanda do setor
sucroenergético, € fundamental a busca por novas tecnologias de produgédo de cana-
de-aclcar, que visem o aumento da produtividade e qualidade da matéria-prima.
Desta forma, dentre as inovacfes tecnoldgicas empregadas no setor, tem-se o
sistema de multiplicacdo através de mudas pré-brotadas (MPB), e a utilizacdo de
inoculantes a base de bactérias promotoras de crescimento (GARCIA, 2016;
PEREIRA et al., 2013).

A tecnologia MPB se refere ao sistema de multiplicacdo que utiliza para
implantacdo da lavoura mudas previamente tratadas, que conferem elevada
qualidade fitossanitaria ao canavial, alto padréo clonal, homogeneidade e vigor, além
da redugéo do volume de material vegetal utilizado no plantio (VENTURA, 2017).

Por outro lado, as bactérias promotoras de crescimento (BPC) consistem em
um grupo de microrganismos, que possuem a capacidade de associar-se as plantas
e estimular o crescimento vegetal (OLIVEIRA, 2003). Os mecanismos utilizados pelas
BPC diferem entre as espécies, podendo beneficiar o crescimento vegetal de forma
direta, através da producédo de fitormdnios, solubilizacdo de fosfatos e fixacéo
bioldgica de nitrogénio, ou de forma indireta a partir da producéo de sideréforos, e da
inducdo de resisténcia sistémica a patdgenos (COSTA, 2014). As BPC, através da
producao de fitormdnios, possuem a capacidade de promover aumento na velocidade
de brotacdo das gemas de plantas associadas, assim como o estabelecimento rapido
de raizes laterais e adventicias, o que resulta na exploracdo de um maior volume de
solo, e consequentemente melhor absorcdo de agua e nutrientes (LOPES, 2013).

A cana-de-agUcar possui a capacidade de associar-se com um grande
numero de espécies de bactérias promotoras de crescimento. Desta forma, a
inoculacdo destes microrganismos na cultura, tem-se tornado uma alternativa viavel
ao setor sucroenergético para incrementar a produtividade e qualidade da matéria-
prima de forma sustentavel, com reducdo de custos e diminuicdo dos impactos
ambientais (FERREIRA, 2018). Os estudos aplicados na area resultaram no
desenvolvimento de um inoculante microbioldgico liquido, especifico para o cultivo
da cana-de-acucar, a partir da bactéria Nitrospirillum amazonense. O produto pode
gerar ganhos de produtividade na cana-de-acucar em até 18% (EMBRAPA, 2018).

Nitrospirillum amazonense € uma rizobactéria fixadora de nitrogénio e

promotora de crescimento vegetal (MATOSO, 2020). A espécie através da producao



11

de fitohormonios indutores de crescimento, estimula a rapida brotacdo de gemas e
o desenvolvimento de raizes laterais e pelos radiculares, aumentando a eficiéncia
de absorcao das plantas a elas associadas (COSTA, 2016).

A presenca de agroquimicos pode comprometer a eficiéncia da atuagéo das
BPC, visto que o contato com estas moléculas pode ocasionar danos especificos as
células bacterianas, como inibicdo da sintese de proteinas, alteracdes no DNA, e
destruicdo oxidativa das membranas, causando efeitos bactericidas, bacteriostaticos
ou mesmo prejudicando a eficacia da fixagéo bioldgica do nitrogénio desses micro-
organismos (LINO 2018; PROCOPIO et. al., 2013).

Estudos com diversos herbicidas comumente utilizados na cultura da cana-
de-acucar tem demonstrado efeito toxico destes produtos sobre o desenvolvimento
de BPC, como isoxaflutole (SILVA et al., 2014), paraquat, amicarbazone, clomazone
(PROCOPIO et al., 2013), imazapyr, ametryne e oxyfluorfen (PROCOPIO et al.,
2014), diuron, metribuzin, e 2,4-D (PROCOPIO et al., 2013).

Em contraposicdo, Pies et al. (2017), observaram efeitos benéficos da
aplicagdo dos herbicidas diuron, imazapic e clomazone no desenvolvimento da
bactéria diazotrofica Burkholderia tropica, onde estes herbicidas atuaram de modo a
estimular o desenvolvimento deste microrganismo, o que pode ser explicado pela
capacidade de algumas bactérias em degradar as moléculas de herbicidas,
utilizando o composto quimico destes como fonte de energia e carbono.

Das e Debnath (2006) também relataram efeitos estimulantes de herbicidas
em microrganismos diazotréficos, a medida que a presenca do herbicida oxyfluorfen
ocasionou aumento da atividade microbiana, resultando em uma maior fixacdo de
nitrogénio atmosférico e solubilizacédo de fosfato por estes microrganismos.

Por serem transplantadas no solo com sistema radicular formado, as mudas
pré-brotadas sdo mais sensiveis aos residuos presentes no solo, podendo ocorrer
intoxicag&o por herbicidas aplicados em pré e pos-plantio (SILVA, 2018). A inoculacdo
de BPC, por estimular o rapido crescimento de raizes laterais e adventicias, pode
aumentar a sensibilidade destas mudas a fitointoxicac&o por herbicidas presentes no
solo.

Deste modo, sdo necessarios estudos acerca da compatibilidade de
herbicidas a BPC que se associam a cultura da cana-de-agucar, assim como a
interferéncia destes herbicidas na sensibilidade de mudas pré-brotadas de cana-de-

acucar inoculadas com estes microrganismos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da cana-de-acucar

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acucar (Saccharum officinarum) do
mundo, apresentando area cultivada que ultrapassa 8,4 milhdes de hectares. A
producéo total estimada para safra de 2021/22 é de 628 milhdes de toneladas, com
produtividade média de 74,576 kg/ha. Dentre os estados da federacdo, destacam-
se Sdo Paulo e Goias respectivamente, como 0s maiores produtores nacionais
(CONAB, 2021).

A cana-de-acgUcar exerce importante papel na economia brasileira, sendo
matéria prima destinada a industria sucroalcooleira. Sao esperados a partir da safra
2021/2022 a producéo de cerca de 27 bilhdes de litros etanol e 38,9 milhdes de
toneladas de acucar. Além da producdo de etanol e acucar, seus residuos sao
empregados na geracgdo de bioenergia. A eletricidade proveniente da biomassa da
cana-de-agUcar € a quarta maior fonte da matriz elétrica do pais, representando mais
de 80 % de toda a geracéo de energia elétrica obtida a partir de biomassa no pais
(CONAB, 2021.; UNICA, 2021).

Devido a necessidade de suprir a crescente demanda do setor
sucroenergético, é fundamental a busca por novas tecnologias de producao, que
visem o0 aumento da produtividade e qualidade da matéria-prima. Desta forma,
dentre as inovacdes tecnoldgicas empregadas no setor, tem-se o sistema de
multiplicacdo através de mudas pré-brotadas, e a utilizacdo de inoculantes a base
de bactérias promotoras de crescimento (GARCIA, 2016; PEREIRA et al., 2013).

2.2 Mudas pré-brotadas

O sistema de multiplicacdo via mudas pré-brotadas de cana-de-agucar
(MPB), consiste em uma tecnologia desenvolvida pelo instituto agronémico de
campinas - IAC, onde séo utilizadas para instalacdo do canavial, mudas previamente
tratadas em lugar do plantio convencional por estruturas propagativas (LANDELL et
al., 2012).

Dentre as vantagens da utilizacdo de MPB’s de cana-de-agUcar tem-se:
maior qualidade fitossanitaria do canavial, visto que as mudas transplantadas sao

previamente tratadas com fungicidas e inseticidas, diminuindo desta forma a
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disseminacdo de pragas e doencas, maior uniformidade de plantio e vigor das
plantas, vide a disposicdo espacial das mudas que favorece o melhor
aproveitamento dos recursos hidricos e nutricionais, reduzindo a competicdo
intraespecifica, além da reducdo do volume de matéria prima para instalacdo do
canavial, gerando aumento de lucratividade ao produtor (DIAS, 2014.; LANDELL et
al., 2012).

2.3 Exigéncia nutricional da cana-de-acucar

Além dos cuidados com o plantio, 0 maximo potencial produtivo da cana-de-
acucar pode ainda ser limitado por diversos fatores bidticos e abioticos, entre os
quais destacam-se a deficiéncia nutricional e a interferéncia de plantas daninhas
(GALON, 2012).

A cana-de-acUcar possui elevado potencial de extracdo de nutrientes,
especialmente no que se refere ao nitrogénio, sendo este um elemento essencial
para o desenvolvimento da cultura. O nitrogénio nas plantas € constituinte obrigatério
de aminoacidos, proteinas, enzimas, fitormdnios, acidos nucléicos, membranas, e
metabdlitos secundarios, além de participar direta ou indiretamente de diversos
processos como a fotossintese e o crescimento celular (FERREIRA, 2017.; GIRIO,
2014). De acordo com estudos realizados por Oliveira et al., (2010), a extracdo de
nitrogénio pela cultura da cana-de-acUcar pode chegar até 179 kg/ha, onde
aproximadamente 60 a 90% do total de nutrientes extraidos pela cultura, séo
mobilizados pelos produtos da colheita (SALVIANO et al. 2017).

Entretanto, embora a exigéncia nutricional da cana-de-agulcar por nitrogénio
seja alta, a aplicacdo de grandes doses de fertilizantes minerais nitrogenados nao
resulta em elevadas taxas de retencéo pelas plantas, a medida que cerca de 40%
de todo nitrogénio aplicado a cultura € perdido por uma série de transformacdes
guimicas e microbianas (NETO, 2019).

Ainda, a cana-de-agucar apresenta baixa resposta a adubacao nitrogenada,
principalmente no que diz respeito a cana-planta. Dentre os fatores relacionados a
esta baixa resposta, tem-se a lixiviacdo de fertilizantes, a presenca de sistema
radicular mais vigoroso quando em comparagdo com a cana-soca, e a fixacao
biologica de nitrogénio por microrganismos diazotroficos (FRANCO, 2008.; OLIVER,
2014).
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A cana-de-acucar é uma espécie graminea, que possui como caracteristica
a capacidade de associar-se com grande numero de microrganismos, sendo
resultantes destas associacdes diversos efeitos benéficos a cultura. Desta forma, a
utilizacdo de inoculantes com bactérias promotoras de crescimento, se apresenta
como uma alternativa viavel para melhorar o aproveitamento da adubacéo
nitrogenada, reduzir a utilizacdo de fertilizantes minerais, e promover ganhos de
produtividade, sem comprometer o balanco energético da cultura (PEREIRA et al.,
2013).

2.4 Fixacao biolégica de Nitrogénio

No que diz respeito a fixacdo biolégica de nitrogénio, este € um processo no
qual ocorre a reacdo de reducdo do N-atmosférico, através da atuacdo de um
especializado grupo de organismos procariotos chamados diazotroficos, os quais
possuem a enzima nitrogenase. O complexo enzima nitrogenase sob condi¢cdes de
temperatura, ambiente e pressdo normal é capaz de realizar o rompimento da triplice
ligacdo do N,, reduzindo-o a NH3, sendo esta uma forma inorganica de nitrogénio
passivel de assimilacdo pelas plantas (SCUDELETTI, 2016).

A contribuicdo média da fixacdo biolégica de nitrogénio para a cana-de-
acucar é de 60% do requerido pela cultura (CASSETARI, 2015). Urquiaga et al.
(2012), observaram contribuicGes de 40 a 64 kg ha! de nitrogénio, proveniente da
fixacdo biologica, quando foram avaliadas diferentes cultivares de cana-de-agucar.

O N proveniente da fixacdo biolégica pode substituir parcialmente a
adubacao mineral nitrogenada na cana-de-acglcar, sendo a inoculacdo de bactérias
diazotroficas capaz de gerar reducdo da utilizagdo de 150.000 toneladas de N-
fertilizante por ano, correspondendo a economia de 735 milhdes de reais
(FERREIRA, 2017).

2.5 Bactérias promotoras de crescimento (BPC)

Bactérias promotoras de crescimento (BPC) podem beneficiar as culturas
agricolas direta ou indiretamente. Acao direta destes microrganismos, se da atraves
de diversos mecanismos, tais como a producdo de fitormbnios indutores de

crescimento, como o acido indol acético, etileno, citocininas e giberelinas, ou com a
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atuacdo de modo a facilitar a absorcdo de nutrientes pela planta, como a
solubilizacéo de fésforo, e a fixacdo biolégica de nitrogénio. Ja4 a atuacgéao indireta,
compreende a agéo destes microrganismos na inducéo de resisténcia sistémica da
planta a patdgenos, pela producdo de &cido cianidrico, sideroforos, antibiose,
chitinases e glucanases que podem lisar células bacterianas, além de incrementar o
teor de C organico do solo (CAMPOS, 2010; REIS, 2007).

As BPC, através da producdo de fitorménios, possuem a capacidade de
promover as plantas associadas a elas, um aumento na velocidade de brotacdo das
gemas, e o estabelecimento rapido de raizes laterais e adventicias, desta forma
permitindo que esta, explore um maior volume de solo, aumentando por
consequéncia a absorcdo de agua e nutrientes (LOPES, 2013).

Em trabalho de Chaves et al., (2015) foram encontrados aumento
significativo da brotacdo das gemas, e da massa seca da parte aérea da cana-de-
acucar da variedade IACSP95-5000 quando foram inoculadas as bactérias
promotoras de crescimento Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, e Herbaspirillum Seropedicae. Girio et al., (2015), também
observaram efeitos fisioldégicos benéficos quando houve a inoculacdo de uma
mistura com cinco estirpes de BPC na formacédo de mudas pré-brotadas da cultivar
RB867515, onde foram observados aumento do perfilhamento, altura, diametro e
producdo das matérias secas de colmos e palha, além de incremento no

comprimento radicular das plantas inoculadas.

2.6 Inoculante microbiano para cana-de-acucar

No Brasil os estudos direcionados ao desenvolvimento de um inoculante
especifico para cana-de-acucar se iniciaram em 1982 por pesquisadores da
Embrapa Agrobiologia, onde foram realizadas pesquisas criteriosas com diversas
estirpes de bactérias obtidas de plantas nativas da Amazénia, de cereais e da propria
cana-de-acucar (FERREIRA, 2017). Os estudos aplicados na area resultaram no
desenvolvimento de um inoculante microbioldgico liquido, especifico para o cultivo
da cana-de-agucar, a partir da bactéria Nitrospirillum amazonense.

Nitrospirillum amazonense, anteriormente classificada como Azospirillum

amazonense, € uma bactéria fixadora de nitrogénio e promotora de crescimento

vegetal (MATOSO, 2020). A espécie através da producéao de fitohormonios indutores
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de crescimento, principalmente pela excrecdo do acido indolacético, estimula a
rapida brotacdo de gemas e o desenvolvimento de raizes laterais e pelos radiculares
aumentando a eficiéncia de absorcéo das plantas a elas associadas (COSTA, 2016).

O inoculante foi langcado ao mercado no ano de 2018, em parceria da
Embrapa Agrobiologia e a empresa privada Basf, com nome comercial de Aprinza.
De acordo com estudos realizados pelos pesquisadores responsaveis o produto
pode gerar ganhos de produtividade na cana-de-acucar em até 18% (EMBRAPA,
2018).

2.7 Plantas daninhas em canaviais

A presenca de plantas daninhas em lavouras de cana-de-acUcar pode ser
vista como um dos principais fatores bi6ticos que interferem no desenvolvimento da
cultura. O convivio com plantas infestantes pode provocar perdas significativas de
produtividade de colmo e de acucar, decréscimo da longevidade do canavial,
dificultar e encarecer a operagédo de colheita e ocasionar diminuicdo da qualidade
industrial da matéria-prima (PROCOPIO et. al., 2014).

De forma a minimizar as perdas de produtividade, dentre os métodos de
controle de plantas daninhas existentes o0 mais empregado no pais € o controle
guimico, devido a maior eficiéncia, maior rendimento operacional e menor custo por
area plantada, quando comparado aos demais métodos (SILVA et. al., 2019).

A presenca de plantas daninhas nos canaviais, gera a necessidade de
longos periodos de utilizacao de herbicidas pré-emergentes, podendo estes limitar a
utilizacdo de inoculantes bacterianos por ocasionar efeitos negativos na atividade
das BPC (PIES, 2017).

2.8 Bactérias promotoras de crescimento (BPC) x herbicidas

As interacdes entre as bactérias e plantas podem ser afetadas por diversos
fatores, desde caracteristicas inerentes as proprias plantas, como no ambiente em
si, a exemplo de alteracbes nos genotipos da planta, presenca de outros
microrganismos e aplicagcdo de inseticidas, herbicidas, cupinicidas e fungicidas
(SILVA et al., 2012).

A presenca de agroquimicos pode comprometer a eficiéncia da atuacéo das

BPC, visto que o contato com estas moléculas pode ocasionar danos especificos as
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células bacterianas, como inibicdo da sintese de proteinas, alteracdes no DNA, e
destruicéo oxidativa das membranas, causando efeitos bactericidas, bacteriostaticos
ou mesmo prejudicando a eficacia da fixagéo bioldgica do nitrogénio desses micro-
organismos (LINO 2018; PROCOPIO et. al., 2013).

Em condicGes de estresse, a energia disponivel aos microrganismos para
manter seus processos celulares e bioquimicos, séo direcionadas para ativacéo de
mecanismos de tolerancia ao estressor, ocasionando deste modo a redugéo do
coeficiente de rendimento microbiano, pela limitacdo de crescimento, reducéo da
capacidade de suporte e diminui¢éo na eficiéncia do uso de recursos do meio (LINO,
2018).

Em trabalho de Procdpio et al. (2011), pode ser observado que a presenca
de trifloxysulfuron-sodium+ametryn e glyphosate ocasionou reducéo na velocidade
de crescimento da bactéria diazotréfica A. brasilense, a medida que os herbicidas
paraquat e amicarbazone também afetaram negativamente a FBN dessa bactéria.
Schwerz et al. (2017), também observaram efeitos negativos na fixacao bioldgica de
nitrogénio de Nitrospirillum amazonense (anteriormente classificada como
Azospirillum amazonense), quando em contato com o herbicida sulfentrazone, de
modo que foi visualizado aumento do efeito de limitacdo do crescimento da bactéria,
guanto maior a dose aplicada do herbicida.

De forma similar, sdo encontrados na literatura efeitos toxicos de diversos
herbicidas comumente utilizados na cultura da cana-de-acucar para a microbiota do
solo, como clomazone (PETERS, 2011), isoxaflutole (SILVA et al., 2014), paraquat
(SANTOS et al., 2006), diuron, metribuzin, e 2,4-D (PROCOPIO et al., 2013).

Em contraposicdo, PIES et al., (2017), observaram efeitos benéficos a
aplicacdo dos herbicidas diuron, imazapic e clomazone no desenvolvimento da
bactéria diazotréfica Burkholderia tropica, onde estes herbicidas atuaram de modo a
estimular o desenvolvimento destes microrganismos, fato que pode ser explicado
pela capacidade de algumas bactérias em degradar as moléculas de herbicidas,
utilizando o composto quimico destes como fonte de energia e carbono. Em trabalho
de Das e Debnath (2006), também foram encontrados efeito estimulante de
herbicidas em microrganismos diazotréficos, a medida que a presenca do herbicida
oxyfluorfen, ocasionou aumento da atividade microbiana, resultando em uma maior
fixacdo de nitrogénio atmosférico e solubilizacdo de fosfato por estes

microrganismos.
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2.9 Mudas pré-brotadas x Inoculacdo com BPC

Além da preocupacéo com o efeito toxico de herbicidas sobre as bactérias
promotoras de crescimento, hq também a possibilidade de intoxicacdo das mudas
pré-brotadas de cana-de-acucar aos herbicidas registrados como seletivos para
cultura em sistema de plantio convencional por estruturas propagativas. As MPB’s
sdo transplantadas ao solo com sistema radicular j& desenvolvido, sendo desta
forma mais sensivel aos residuos presentes no solo, podendo ocorrer a absor¢éo de
herbicidas residuais, ocasionando a fitointoxicacdo das plantas (DIAS, 2014). A
inoculacdo com BPC, pode ainda estimular o rapido crescimento das raizes,
podendo aumentar a absorcdo de herbicidas e elevar a fitotoxidade deste pela

cultura.

Visto que a utilizacdo de inoculantes a base de bactérias promotoras de
crescimento e a utilizacdo de mudas pré-brotadas, s@o tecnologias recentes, ha a
caréncia de estudos acerca da compatibilidade de herbicidas na atividade destes
microrganismos, e da interferéncia destes na sensibilidade de MPB’s de cana-de-

acucar inoculadas com BPC.
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3. HIPOTESES

A aplicacdo dos herbicidas imazapic e indaziflam pode afetar a viabilidade da
rhizobactéria N. amazonense (bactéria presente no produto comercial Aprinza-BASF)

e comprometer seu efeito de promotor de crescimento em plantas de cana-de-agucar.

A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento pode ocasionar maior
desenvolvimento do sistema radicular das mudas pré-brotadas de cana-de-agucar,
aumentando a absorcéo de herbicidas aplicados ao solo, elevando a sensibilidade das

mudas a fitointoxicacao por estes herbicidas.

4. OBJETIVOS

a) Avaliar a compatibilidade entre herbicidas (imazapic e indaziflam), e a
bactéria N. amazonense, em experimentos in vitro (meio de cultura) e através da

aplicacdo em solo estéril.

b) Avaliar a sensibilidade de mudas pré-brotadas inoculadas com Aprinza a
aplicacdo dos herbicidas clomazone, imazapic, tebuthiuron, indaziflam e

sulfentrazone.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Ensaios in vitro de compatibilidade de herbicidas com a bactéria

Nitrospirillum amazonense

5.1.1 Avaliacdo da Concentracao Minima Inibitéria

O experimento foi realizado no Laboratorio de Microbiologia Agricola e
Molecular (LAMAM) do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSCar, Araras, SP. Para os
testes, foi utilizada a estirpe de Nitrospirillum amazonense (BR 11145) obtida da
Colecao de Bactérias Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia.

As células da bactéria N. amazonense foram ativadas e multiplicadas em 200
mL de caldo nutriente (CN), cuja formulagdo, em g/L de agua destilada consiste em:
1,0; extrato de carne; 2,0; extrato de levedura; 5,0; Peptona; 5,0; Cloreto de Sdodio. A
cultura foi incubada em shaker (30° C, 150 rpm), até turvagem do meio, atingindo
densidade 6ptica (DOesoonm) de aproximadamente 0,8.

Foram utilizados dois herbicidas registrados para a cana-de-aglcar, o
imazapic (Plateau ®) e o indaziflam (Alion ®) nas doses 200 g i.a. ha'e 100 gi.a. ha
1, respectivamente. Ambos os herbicidas foram testados na dose comercial (DC),
dobro (2DC), um e meio da dose comercial (1,5 DC), metade (¥2DC) e um quarto
(1/4DC) e tratamento controle, sendo cada dose considerada um tratamento. O
delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5, sendo dois
herbicidas e cinco doses, com trés repeti¢des.

A metodologia adotada para avaliar a concentracdo minima inibitoria foi
baseada na descrita em trabalho de Procopio et al. (2011). Os herbicidas foram
submetidos a diluicbes seriadas de modo a obtencdo das concentracbes que
representaram as doses previamente estabelecidas. Posteriormente foram filtrados
em membrana com poros de 0,2 micrébmetros para esterilizagdo. Em seguida as
solucdes dos herbicidas foram misturadas em erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml
de CN. Para os tratamentos controle foram aplicados os mesmos volumes de agua
destilada estéril. Posteriormente foi adicionado ao meio 0,1ml do inoculante
microbiano.

Em seguida, os tratamentos foram incubados em shaker (30 + 2° C, 150 rpm)

por 48 horas. As células de N. amazonense foram quantificadas por absorbancia em
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espectrofotometro (600 nm) através de correlacdo em curva padréao, a partir de um
pré-cultivo de amostra pura em CN, conforme metodologia baseada em trabalho de
Silva et al., (2008).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e quando significativas,

foram feitas curvas de regresséo utilizando-se SIGMA-PIot.

5.1.2 Avaliacdo da resisténcia de N. amazonense a aplicacdo de
herbicidas no solo

O solo utilizado nesse experimento foi retirado de uma mata nativa, localizada
no Centro de Ciéncias Agrarias - UFSCar, Araras, SP, na profundidade de 0,10 m,
sem aplicacdo anterior de pesticida. A andlise quimica do solo foi realizada pelo
Laboratério de quimica e fertilidade do solo do CCA/UFSCar (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise quimica de amostras de solo utilizadas no experimento.

Latossolo Vermelho Escuro

P M.O. pH K Ca Mg H+Al SB CTC V
mg/dm® g/dm?3 CaCl, molJ/dm3 % %
19 32 54 2,7 60 10 31 72,7 103,7 70

O delineamento foi inteiramente casualizado, com 4 repeti¢cdes, sendo 0s
tratamentos constituidos por: 1) imazapic + N. amazonense; 2) indaziflan + N.
amazonense; 3) N. amazonense; 4) controle sem herbicida e sem N. amazonense.

As dosagens empregadas para os herbicidas foram imazapic (Plateau ®) -
200 g i.a. ha! e indaziflam (Alion ®) - 100g i.a. ha*.

A bactéria N. amazonense (BR 11145), foi obtida da Colecédo de Bactérias
Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia. O inoculante com as células de N.
amazonense foi preparado conforme descri¢cao anterior.

Amostras de solo (1000 g) foram destorroadas e peneiradas em malha de 2
mm, homogeneizadas e posteriormente submetidas ao processo de tindalizacéo, o
qual consiste na esterilizacdo do solo para a eliminagdo de microrganismos edaficos
(BASSETO et al., 2008). O solo foi colocado sob presséo de vapor da autoclave, por
20 minutos, durante trés dias consecutivos, conforme metodologia descrita por
Hungria e Araudjo (1994).

Ao solo esterilizado foram adicionados os herbicidas que foram submetidos
anteriormente a diluigcbes seriadas, para se obter as concentragdes que representam
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as doses estabelecidas. Previamente a aplicacdo, os herbicidas foram filtrados em
membrana de 0,22 um para esterilizacdo. Posteriormente foi realizada a inoculagéo
microbiana do solo, com aplicacédo do inoculante em dose equivalente a 1,5 L ha™.
Para os tratamentos controle, foram aplicados os mesmos volumes de agua destilada
estéril. Em seguida, as amostras de solo foram incubadas em temperatura ambiente,
por um periodo de 48 horas.

Para quantificacdo das células de N. amazonense, a metodologia empregada
foi baseada na proposta por Videira, Aradjo e Baldani (2007). Apds o periodo de
incubacédo foram coletadas de cada tratamento, 10 g de solo, que foram diluidas em
90 ml de solucéo salina e posteriormente diluidas de forma seriada, acrescentando-
se 1 ml da diluicdo original a tubos de ensaio contendo 9 ml de soluc¢éo salina, sendo
este processo repetido até a diluicdo 10°. De cada diluicdo, uma amostra (em
triplicata) de 0,1 ml foi inoculada em frascos contendo 5 ml de meio de cultura
semisolido LGI (Tabela 2), sendo este um meio semisseletivo para o isolamento de N.
amazonense. Posteriormente os frascos inoculados foram incubados a 30°C por um
periodo de 7 dias.

A contagem da populacdo bacteriana foi realizada através da técnica do
namero mais provavel (NMP), utilizando a tabela de McCrady para trés repeticdes de
cada diluicdo. O crescimento bacteriano foi detectado através da visualizacdo da
formacdo de uma pelicula superficial caracteristica, em forma de véu, no meio
semissolido.

Os resultados obtidos na Tabela McCrady foram submetidos a transformacéo
logaritmica, e posteriormente submetidos a analise de variancia, e quando
significativas as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
utilizando-se software Excel do CCA/UFSCar.

Tabela 2. Composi¢cédo do meio LGI

Reagentes Quantidade/L
Acucar Cristal 59
Agar 1,4 g/L
Azul de Bromotimol a 0,5% em 0,2N de KOH4 5ml
Cloreto de Calcio Dihidratado a 1 % P/V4 2 Ml
Cloreto Férrico Hexhidratado a 1 % P/V4 1mL

Extrato de Levedura 0,02 g/L
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Fosfato de Potassio Dibasico a 10 % P/V4 2 mL
Fosfato de Potassio Monobésico a 10 % P/V4 6 mL
Molibdato de Sédio Dihidratado a 0,1 % P/V4 2 mL

Nitrato de potassio 1g/L
Sulfato de Magnésio Heptahidratado a 10 % P/V4 2mL

Fonte: Adaptado de D6bereiner, Andrade e Baldani (1999)

5.2 Sensibilidade de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar inoculadas com N.
amazonense a aplicacdo de herbicidas.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias
Agrarias da UFSCar, Araras, SP. As unidades experimentais consistiram em vasos de
polietileno com capacidade volumétrica de 6,0 litros, os quais foram preenchidos com
amostras de solo do tipo Latossolo Vermelho distréfico, cuja analise quimica e fisica
foi realizada pelo laboratorio de quimica e fertilidade do solo do CCA/ UFSCar (Tabela
1).

O plantio da cana-de-acUcar foi realizado utilizando-se mudas pré-brotadas
(MBPs) e a tecnologia adotada foi a AgMusa. As mudas foram plantadas 60 dias apds
a brotacdo das gemas e a variedade utilizada foi a RB966928, a qual apresenta como
principais caracteristicas alto perfilhamento, PUlI médio e maturacdo precoce a média.
A variedade se destaca como a mais plantada no estado de S&o Paulo (RIDESA,
2020). A irrigagéo das mudas foi realizada por sistema de asperséo, de acordo com a
demanda evapotranspiratéria.

Para aplicacdo em pré-plantio o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 5 repeticdes, utilizando-se esquema fatorial 6 x 2, sendo o primeiro
fator constituido pela aplicacéo dos herbicidas clomazone (720 g i.a. ha), imazapic
(200 g i.a. hat), tebuthiuron (800 g i.a. hal), indaziflan (75 g i.a. hal), sulfentrazone
(800 g i.a. ha') e sem herbicida. O segundo fator foi representado pela presenca e
auséncia do inoculante microbiano.

A metodologia utilizada para inoculagdo de N. amazonense foi baseada na
descrita por Reis et al. (2009), sendo realizada por meio da imersdo do sistema
radicular das mudas em solucdo com concentracéo de 1x108 UFC ml. O transplantio
das mudas foi realizado imediatamente apds a inoculacdo do produto.

Os tratamentos herbicidas foram aplicados com pulverizador costal

pressurizado por CO2za pressao constante de 245,16 kPa e barra de aplicagdo provida
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de 4 bicos com pontas de pulverizacdo do tipo leque 110.03. O volume de calda
utilizado foi de 200 L ha™'.

As avalia¢gbes foram realizadas aos 7, 14, 28 e 56 dias apés a aplicacdo dos
herbicidas (DAA). Foram realizadas avaliagdes visuais de toxicidade dos herbicidas
em intervalo compreendido entre 0 (auséncia de sintomas) e 100 (morte das plantas),
conforme metodologia proposta por Velini et al. (1995).

Aos 56 DAA as plantas de cana-de-agucar foram avaliadas sendo
determinadas a altura (cm), a partir da base até a inser¢do da primeira folha e a area
foliar (cm?), utilizando-se o aparelho Licor-3000C. Em seguida as plantas foram
cortadas rente ao solo e determinada a biomassa seca da parte aérea (g), com
utilizacéo de estufa a 65°C por periodo de 48 horas. Para a avaliagdo do comprimento
(cm) e biomassa seca da raiz (g) os vasos foram desmontados e as raizes lavadas e
secas em estufa com circulacdo de ar a 65°C por 48h.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e quando significativas,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando-
se software Excel do CCA/UFSCar.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Compatibilidade in vitro entre os herbicidas imazapic e indaziflam e a

bactéria diazotrofica N. amazonense

Os resultados de absorbancia, referentes ao crescimento das células de N.
amazonense em meio contendo diferentes doses de imazapic (Figura 1),
evidenciaram interferéncia negativa deste herbicida no crescimento microbiano a
partir da dose comercial. Schwerz et al. (2017) ndo observaram efeito da molécula
sobre o crescimento de Nitrospirilum amazonense (anteriormente classificada como
Azospirillum amazonense), quando esta foi cultivada em meio contendo imazapic na
dose comercial em condigdes in vitro.

A auséncia de efeitos toxicos do herbicida imazapic, em doses recomendadas
comercialmente, pode ser Vvisualizada sobre outras espécies de bactérias
diazotroficas. Procopio et al. (2014), também n&o verificaram efeito toxico deste
herbicida no crescimento de Herbaspirillum seropedicae. Em outros trabalhos também
nao foram observadas alteracdes no crescimento e atividade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio de células bacterianas de Gluconacetobacter diazotrophicus, quando
cultivadas em meio contendo o herbicida imazapic (PROCOPIO et al., 2011;
PROCOPIO et al., 2013).

O imazapic é um herbicida inibidor da acetolactato sintase (ALS), enzima que
participa da biossintese dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina em
microrganismos e plantas (CHRISTOFOLETTI, 2001). A maior interferéncia dos
herbicidas sobre a microbiota do solo, ocorre quando o pesticida atua sobre a
biossintese de aminoacidos ou rotas metabdélicas comuns a microrganismos e plantas
(SANTOS et al., 2006).

Embora neste trabalho o herbicida imazapic ndo tenha ocasionado prejuizos
a N. amazonense até a dose comercial, e considerando relatos na literatura
confirmando a nao toxicidade deste produto sobre outras espécies de bactérias
diazotroficas, ndo é possivel inferir que os resultados vizualizados ocorram em razéo
da resisténcia destes microrganismos ao mecanismo de agéo do herbicida. Procopio
et al. (2014) verificaram a auséncia de efeitos toxicos do herbicida imazapic sobre a
bactéria Herbaspirillum seropedicae, contudo, quando o imazapyr, herbicida

pertencente a0 mesmo mecanismo de acdo e grupo quimico foi avaliado, houve
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inibicdo significativa no crescimento do microrganismo.

A toxicidade de um herbicida ndo esta associada somente ao ingrediente
ativo, mecanismo de ac¢do ou grupo quimico, mas também a fatores relacionados a
caracteristicas fisico-quimicas do produto comercial. Compostos presentes nas
formulacbes dos agroquimicos, tais como solventes, surfactantes e agentes
molhantes, podem estar diretamente associados ao efeito toxico dos herbicidas sobre
0s microrganismos (SANTOS et al., 2004).

A elevacdo da dose do herbicida potencializou seu efeito negativo no
crescimento da estirpe. Childs (2007) aponta que em testes in vitro, 0os herbicidas
guando em altas concentracbes sao potencialmente toxicos aos microrganismos,
sendo frequente efeitos inibitérios na quantidade e atividade destes organismos. E
importante salientar que nos testes in vitro, o contato entre o herbicida e o
microrganismo € teoricamente maior que em situacado de campo.

Entretanto, diferentemente dos resultados encontrados neste trabalho,
Schwerz et al. (2017) n&o visualizaram interferéncias negativas no crescimento da
bactéria N. amazonense com o0 aumento na dose do herbicida imazapic, visto que
guando o produto foi aplicado na mais alta concentracdo testada pelos autores, nao
houve alteracéo na turbidez do meio em comparacéo ao tratamento controle. De forma
analoga, Pies et al. (2017) verificaram que o crescimento da bactéria diazotrofica
Burkholderia tropica em meio contendo diferentes doses de imazapic, ao invés de
reducdo, apresentaram aumento nos valores de densidade 6ptica com o0 aumento das
doses do herbicida.

Em relacdo ao crescimento de N. amazonense em meio contendo o herbicida
indaziflam foi possivel observar que nenhuma das doses testadas (1/4DC, 1/2DC, DC,
1,5DC, 2DC) diferiram do tratamento controle (Figura 1), demonstrando auséncia de
efeitos tdxicos do herbicida sobre o microrganismo. O indaziflam é um herbicida pré-
emergente pertencente a classe quimica alkylazine, o qual atua na inibicdo da parede
celular. Embora seja aplicado ao solo em baixas doses, possui longa atividade
residual, devido sua alta persisténcia no solo (GUERRA et al., 2013), podendo, desta
forma, estar em contato com a microbiota do solo durante longo periodo, o que pode
interferir na agcdo do herbicida diferentemente das condi¢bes in vitro. Ainda sao
escassos na literatura estudos in vitro avaliando a toxidade do herbicida indaziflam a
bactérias diazotroficas associadas a cana-de-acgucar.

Tironi et al. (2009) ressaltam que os microrganismos sado submetidos a
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maxima exposi¢cao as moléculas toxicas dos herbicidas nos testes in vitro, 0 que nao
ocorre em condi¢cBes de campo, onde ha fatores externos que atuam sobre o produto
quimico, atenuando sua toxidade. Desta forma, quando os herbicidas ndo apresentam
efeitos toxicos aos microrganismos em testes laboratoriais, € provavel que em

condicGes de campo este resultado se confirme.
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Figura 1. Absorbancia de Nitrospirillum amazonense em meio contendo diferentes

doses dos herbicidas imazapic e indaziflam.

6.2 Sensibilidade de N. amazonense a herbicidas aplicados ao solo

Os resultados da sensibilidade da bactéria N. amazonense aos herbicidas
imazapic e indaziflam aplicados ao solo sdo apresentados na Tabela 3. Na Figura 2 é

possivel constatar o crescimento bacteriano pela visualizacdo de pelicula tipica e
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mudanca na coloracdo do meio de cultivo.

Figura 2. A formacdo de pelicula superficial e mudanca de coloracdo (Tubo b)
confirmam o crescimento de Nitrospirilum amazonense em meio semisélido LGI. Araras,
2021.

O crescimento da bactéria N. amazonense foi verificado na presenca de
ambos os herbicidas. Ndo foram visualizadas neste estudo diferengas significativas
no NMP de UFC.g? de solo entre os tratamentos que receberam os herbicidas
imazapic e indaziflam, em relacdo ao tratamento que recebeu apenas o inoculante
(Tabela 3). Os resultados encontrados corroboram com Kogak et al. (2021), os quais
nao observaram efeito negativo ou positivo do herbicida indaziflam aplicado ao solo
sobre a populacdo microbiana. Torres et al. (2018) verificaram que a aplicagdo do
herbicida indaziflam n&do ocasionou prejuizos aos microrganismos do solo, mas
proporcionou aumento da populacdo microbiana. Na literatura diversos trabalhos
relatam a auséncia de impactos negativos do herbicida imazapic sobre espécies de
bactérias diazotroficas associadas a cana-de-acucar (PIES et al., 2017; SCHWERZ et
al., 2017; PROCOPIO et al., 2011; PROCOPIO et al., 2013; PROCOPIO et al., 2014).
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Tabela 3. Logio do nimero mais provavel de UFC de Nitrospirillum amazonense por

grama de solo.

Tratamentos gi.aha'+L hat log NMP UFC.g* de solo
Imazapic + 200+1,5
5,82 a
N.amazonense
Indaziflam + 100+ 1,5
537 a
N.amazonense
N.amazonense 0+15 5,28 a
Controle - 0,00 b
DMS 0,63
CV% 7,25

* As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey 5%.

A aplicacdo de agrotoxicos pode interferir positivamente na microbiota solo,
quando estas moléculas sdo passiveis de serem metabolizadas pelos
microrganismos, ou interferir negativamente, quando possuem a capacidade de
intoxicar a populacdo microbiana (FERREIRA, 2016). Diversas sdo as estratégias
utilizadas pelos microrganismos na metabolizagcdo de herbicidas: (a) catabolismo: a
molécula herbicida é absorvida e quebrada, gerando energia. (b) cometabolismo: o
herbicida é transformado por reac6es metabdlicas, mas néo é utilizado como fonte de
energia (CHILDS, 2007).

No processo de catabolismo, 0s microrganismos utilizam a energia
proveniente das moléculas herbicidas para formacdo e multiplicagdo celular.
Entretanto, Monquero et al. (2012) relatam que os incrementos iniciais verificados na
populacdo microbiana do solo, oriundos da metabolizacdo das moléculas herbicidas,
geralmente sdo seguidos de decréscimo.

Os resultados obtidos neste experimento demonstram que aplicacéo da dose
comercial dos herbicidas imazapic (200 g i.a ha) e indaziflam (100 g i.a ha') nédo
ocasionam prejuizos a bactéria N. amazonense presente no inoculante. A utilizacédo
de moléculas herbicidas e formulagbes ndo nocivas as bactérias diazotroficas
associadas a cana-de-agucar, possibilitam aumento da produtividade agricola, sem

comprometer a sustentabilidade do sistema.
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6.3 Sensibilidade de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar inoculadas com N.

amazonense a aplicacao de herbicidas

Os resultados evidenciaram interacao significativa entre diferentes herbicidas e
o0 inoculante aplicado nas mudas pré-brotadas de cana-de-acucar (Tabela 4).

Na avaliacéo realizada aos 7 DAA, considerando as mudas nao inoculadas, os
herbicidas n&o diferiram entre si em relacdo a fitotoxicidade, sendo observados
valores baixos de fitointoxicacdo. Todavia, quando houve a inoculacdo prévia das
mudas, o herbicida indaziflam promoveu fitointoxicagdo de 41%, sendo 0% no
tratamento sem inoculacdo. Os demais herbicidas ndo diferiram da testemunha,
independentemente da presenca ou auséncia do inoculante (Tabela 4).

Na comparacdo entre os herbicidas, na avaliacdo realizada aos 14 DAA,
apenas o tebuthiuron ndo ocasionou fitotoxicidade nas mudas, independentemente da
inoculacdo ou ndo das plantas. Quanto ao efeito da inoculacdo, houve resposta
distinta entre os herbicidas, sendo que para o indaziflam, as mudas inoculadas
continuaram com maior fitointoxicagcdo em comparacdo com as nao inoculadas,
todavia para o imazapic e o0 clomazone ocorreu 0 contrario, com injurias
correspondentes a 62 e 54% nas mudas inoculadas e 40 e 33% nas mudas nao
inoculadas, respectivamente.

Os distintos efeitos da inoculagdo das MPB’s observados nas primeiras
avaliagbes em relacdo ao impacto dos herbicidas, podem estar relacionados a
complexa dindmica envolvida na associacdo entre bactéria e planta, e o impacto da
presenca dos herbicidas sobre estes organismos.

Bactérias diazotroficas associadas as culturas podem promover fixacao
biologica de nitrogénio, sintese de sideréforos, solubilizagdo de fosfato e potassio e
producdo de fitormdnios promotores de crescimento. Por facilitar a absorcdo de
nutrientes, estes microrganismos proporcionam maior vigor ao sistema fisiolégico das
plantas (SIMOES et al., 2018). A disponibilidade e equilibrio na absor¢&o de nutrientes
essenciais permite 0 aumento na capacidade da planta de realizar suas funcdes
metabdlicas, sem sofrer prejuizos quando submetidas a estresses bioticos e abidticos
como os causados pela aplicagéo de herbicidas (ANDRADE, 2020).

Por outro lado, o aumento na eficiéncia de absor¢édo do sistema radicular,
pode favorecer a absorcao de herbicidas presentes na soluc¢do do solo, elevando o
risco de fitointoxicacao pelo aumento de exposicao a estas moléculas (PEREZ, 2017).
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Para o herbicida sulfentrazone, ndo foi observada influéncia da inoculacéo
microbiana das MPB’s na fitotoxicidade avaliada aos 14 DAA. Manchas vermelhas e
necroticas foram visualizadas no limbo foliar das mudas, sendo este sintoma
caracteristico dos herbicidas inibidores da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) que
atuam promovendo a peroxidacdo dos lipidios das membranas celulares e
provocando consequente morte celular (ZOBIOLI et al., 2007).

Entretanto, nas avaliagbes realizadas aos 28 e 56 DAA houve maior
recuperacdo das plantas inoculadas com a rhizobactéria, com fitotoxicidade final de
16% nas plantas inoculadas e 36% nas néo inoculadas. Esse resultado evidencia que
para alguns herbicidas a inoculacdo das mudas com as rizobactérias pode auxiliar na
reducao da fitotoxicidade.

A explicagdo para a maior tolerancia aos herbicidas inibidores da PROTOX
esta relacionada a capacidade das plantas em metabolizar o estresse peroxidativo,
potencialmente por meio de sistemas antioxidantes (CARBONARI et al., 2012). Desta
forma, a maior recuperagcao das mudas inoculadas a aplicacao de sulfentrazone, pode
estar associada a uma maior eficiéncia fisiolégica da planta, resultante da acéo
benéfica da bactéria diazotrofica N. amazonense.

Para os herbicidas indaziflam, imazapic, clomazone e tebuthiuron nao foram
observadas nas avaliacdes finais (28 e 56 DAA) diferencas estatisticas entre as
plantas inoculadas ou ndo. Quanto ao efeito fitotoxico dos herbicidas, o imazapic
apresentou maior fitotoxicidade. Aos 56 DAA foram verificados valores de 97% e 88%
de fitointoxicacdo para mudas com e sem inoculagcdo, respectivamente. Giraldel
(2018) observou niveis de injurias de 57,5% quando o imazapic (133 g i.a ha™) foi
aplicado em pré-plantio de MPB’s da variedade IACSP95-5000. Semelhantemente
Jonck et al. (2020) visualizaram fitointoxicagdo de 42,5% aos 56 DAA quando a
mesma dose do herbicida foi aplicada em mudas pré-brotadas da variedade
RB985476. Os niveis maiores de injdrias no presente ensaio podem ser atribuidos as
diferencas nas variedades. Pimentel et al. (2021) verificaram que materiais genéticos
de MPB de cana-de-acucar diferentes podem apresentar resposta distinta em relacao
a fitotoxicidade por herbicidas.

O herbicida indaziflam apresentou fitointoxicacao inferior a promovida pelo
imazapic, mas ainda pode ser considerada alta (70% e 56%, para mudas inoculadas

ou néo inoculadas, respectivamente). Os resultados corroboram com os encontrados
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por Silva et al. (2019), os quais observaram injurias de 80% do herbicida indaziflam
(75 g i.a ha') aplicado em MPB da mesma variedade, aos 60 DAA.

Os herbicidas clomazone (720 g i.a hal) e sulfentrazone (800 g i.a hat) ndo
diferiram entre si, apresentando valores entre 16 e 36% de fitointoxicagao.

O tebuthiuron (800 g i.a ha') foi o herbicida mais seletivo do estudo, nédo
diferindo da testemunha sem aplicacdo. Em estudo com essa variedade Silva et al.
(2017), também verificaram a seletividade do herbicida tebuthiuron quando este foi

aplicado na dose 1.250 g i.a ha no pré-plantio de MPB’s.
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Tabela 4- Porcentagem de Fitotoxidade de herbicidas aplicados em pré-plantio de mudas pré-brotadas de cana-de-agUcar da
variedade RB966928 com e sem a inoculagéo de Nitrospirillum amazonense, avaliada aos 7, 14, 28 e 56 DAA.

7 DAA 14 DAA 28 DAA 56 DAA
Tratamento gi.ahatl Cl Sl Cl Sl Cl SI Cl Sl

Indaziflam 75 0,00 aB 41,00aA 20,00 bcB 45,00aA 50,00 abA 50,00aA 70,00 bA 56,00 bA
Imazapic 200 10,00 aA 5,00 bA 62,00aA 40,00aB 64,00aA 53,00aA 97,00aA 88,00 aA
Clomazone 720 11,00 aA 5,00 bA 54,00 aA 33,00 45,00 abA 50,00aA  32,00cA 26,00 cA
Tebuthiron 800 0,00 aA 0,00 bA 1,00 cA flb,lgo 0,00 cA 0,00 bA 0,00 dA 0,00 dA
Sulfentrazone 800 5,00 aA 3,00 bA 38,00 abA 46?(;:0AaA 39,00bB  55,00aA 16,00cdB 36,00 cA
Testemunha - 0,00 aA 0,00 bA 0,00 cA 0,00 cA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 dA 0,00 dA

DMS 15,69 5,87 20,45 8,49 17,64 6,22 13,10 6,18

CV% 167,48 165,17 49,86 54,62 37,08 34,50 26,57 33,07

*Cl = com inoculante.; SI = sem inoculante. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras mindsculas sdo comparadas
na vertical e letras mailsculas na horizontal pelo teste de Tukey 5% de probabilidade.
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Para a altura das mudas houve interacdo entre herbicidas e inoculacéo da
rhizobactéria N. amazonense (Tabela 5). O herbicida sulfentrazone e a testemunha
sem aplicagdo apresentaram diferengas significativas quanto ao fator inoculagao, com
efeito favoravel da inoculacéo. Os resultados observados neste parametro corroboram
com os encontrados na avaliacdo visual de fitotoxidade e confirmam os efeitos
benéficos da acdo da inoculagcdo microbiana na maior recuperacdo das mudas pré-
brotadas a aplicacéo do herbicida sulfentrazone.

Os herbicidas indaziflam e imazapic se destacaram quanto ao efeito negativo
na altura das plantas, com reducao significativa quando comparados a testemunha.
Os dados encontrados corroboram com os de Hijano (2016) que visualizou na
aplicacdo de diferentes doses de indaziflam em pré-plantio reducao na altura das
mudas pré-brotadas da variedade utilizada neste estudo (RB966928).
Semelhantemente Kawamoto et al. (2018), observaram redug¢ao na altura de MPB'’s
da variedade CTC 16 com a aplicacao do herbicida. Todavia, Rocha Neto et al. (2015)
nao visualizaram diferencas na altura de mudas pré-brotadas da variedade IAC-SP 95
5000 quando o herbicida imazapic foi aplicacdo em pré-plantio. Esse resultado pode
estar relacionado as distintas variedades utilizadas entre o0s estudos.
Independentemente da inoculacdo, clomazone e tebuthiuron ndo apresentaram efeito
negativo na altura das mudas.

Semelhantemente aos resultados verificados para a altura, também para a
area foliar e biomassa seca da parte area, os herbicidas imazapic e indaziflam se
destacaram negativamente, com médias inferiores dessas variaveis quando
comparadas a testemunha sem aplicacéo (Tabela 5). Para estes herbicidas ndo foram
observadas diferencas significativas entre as mudas que foram ou néo previamente
inoculadas em nenhum dos parametros avaliados.

Para clomazone, tebuthiuron, sulfentrazone e testemunha, a inoculacao das
mudas pré-brotadas promoveu acréscimos superiores a 40% na area foliar e
biomassa seca da parte aérea, quando comparadas as mudas nédo inoculadas. Os
resultados corroboram com os encontrados por Santos (2007) que na inoculacao
isolada de diferentes estirpes de bactérias diazotroficas observou aumento no nimero
de folhas, na area foliar e acréscimo de 50% na biomassa seca da parte area das
mudas pré-brotadas da variedade RB966928 utilizada neste estudo. De modo

analogo, Girio et al. (2015) verificaram que a inoculacédo de bactérias promotoras de
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crescimento em MPB da variedade RB 867515 resultou em aumento na altura,
perfilhamento e matéria seca das plantas inoculadas.

Os resultados observados demonstram a agao benéfica da inoculacdo de N.
amazonense para a cultivar RB966928. O incremento da area foliar nos estagios
iniciais de desenvolvimento da cana-de-acucar influéncia na interceptacdo da
radiacdo solar e se relaciona diretamente ao potencial produtivo da cultura. Maiores
areas foliares nos estadios iniciais da cultura comumente estdo associadas a maior
producéo final de colmos (OLIVEIRA et al., 2007).

Deste modo, a analise das variaveis de crescimento das mudas permite
afirmar que a aplicacéo dos herbicidas clomazone (720 g i.a ha), tebuthiron (800 g
i.a ha'l) e sulfentrazone (800 g i.a ha!) ndo interfere no efeito promotor de crescimento
da bactéria, considerando que mesmo na presenca destes herbicidas as mudas
apresentaram efeito favoravel da inoculacdo pela bactéria N. amazonense. A
inoculacdo das mudas também ndo aumentou a sensibilidade destas aos tratamentos
herbicidas aplicados no pré-plantio das mudas pré-brotadas, sendo, portanto,
adequado seu uso nesse sistema de plantio.

Tabela 5- Altura, area foliar e biomassa da parte area de mudas pré-brotadas de cana-
de-acucar da variedade RB966928 com e sem a inoculacdo de Nitrospirillum
amazonense, avaliada aos 56 DAA.

Altura (cm) Area foliar (cm?) Biomassa (g)
Tratamento gi.a Cl Sl Cl Sl Cl Sl
hat
Indaziflam 75 13,00 bA 14,00 bcA 40,61 cA 90,33 bcA 4,42 bcA 2,97 abA
Imazapic 200 7,60 bA 11,40 cA 8,92 cA 35,46 cA 1,64 cA 1,48 bA
Clomazone 720 25,20 aA 21,20 abA 412,08 abA 257,70 aB 7,38 aA 4,28 abB
Tebuthiron 800 27,00 aA 21,80 aA 408,30 abA 257,01 aB 7,18 abA 4,18 abB
Sulfentrazone 800 25,40 aA 18,20 abcB 342,90 bA 183,89 abB 6,93 abA 4,06 abB
Testemunha - 31,00 aA 22,40 aB 469,75aA 276,42 aB 8,40 aA 5,26 aB
DMS 5,37 2,30 82,84 34,54 2,33 0,68
CV% 19,24 21,71 25,41 27,94 34,24 26,38

*Cl = com inoculante.; SI = sem inoculante. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Letras minlasculas sdo comparadas na vertical e letras mailsculas na
horizontal pelo teste de Tukey 5%.

Para o comprimento e biomassa seca da raiz ndo houve efeito da inoculacéo,

exceto para o tratamento clomazone (720 g i.a ha), que apresentou maior biomassa
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seca da raiz nas mudas inoculadas (Tabela 8). Girio et al. (2015), também nao
observaram diferencas significativas em relacdo ao aumento da biomassa seca das
raizes de mudas de cana-de-agucar da variedade RB867515, quando estas foram
inoculadas com 5 estirpes de BPC. Diferentemente, Matoso et al (2016) observaram
aumento significativo no volume e fitomassa das raizes de mudas da variedade
RB966928 inoculadas com Nitrospirilum amazonense (Anteriormente classificada
Azospirillum amazonense). Todavia, para a variedade RB867515 estes autores
verificaram efeito favoravel da inoculacdo, sendo em maior proporgéo na parte aérea
das mudas em relacdo a biomassa do sistema radicular.

O efeito promotor de crescimento pode estar relacionado ndo apenas ao
aumento no comprimento das raizes, mas também a mudancas morfolégicas no
sistema radicular. O maior desenvolvimento de raizes laterais e pelos radiculares, que
embora sejam mais finos e de menor comprimento, permitem uma maior eficiéncia na
absorcao de agua e nutrientes (MATOSO et al., 2016). A resposta biolégica quanto a
inoculacdo de bactérias diazotroficas pode ser variavel por estar relacionada a
diversos fatores como genoétipo da planta e caracteristicas do ambiente, podendo
haver alteracdes no desenvolvimento inicial e alocacédo de biomassa entre diferentes
variedades e também dentro de uma mesma variedade, considerando a interacéo
genadtipo-ambiente (SANTOS, 2012; SILVA et al., 2009).

Ainda, a auséncia de diferencas significativas da inoculagdo microbiana nos
parametros biométricos comprimento e biomassa seca da raiz, pode também estar
relacionada a complexidade da execucdo da avaliacdo destas variaveis, visto que,
raizes mais finas e pelos radiculares, responsaveis pelo aumento da area de absorcao
da raiz, podem ter se prendido ao solo argiloso, sendo perdidas durante a lavagem e
extracdo do sistema radicular.

Em relag&o aos efeitos dos herbicidas no comprimento e biomassa seca da
raiz, 0 imazapic se destacou negativamente, sendo visualizada redugcédo de até 10
vezes no comprimento radicular em relacdo a testemunha. O imazapic atua na inibigéo
da enzima acetolactato sintetase (ALS) impedindo a sintese de aminoacidos
essenciais (leucina, isoleucina e valina) a producdo de novas células. A paralizagédo
do crescimento da parte area e a redugdo do nimero e comprimento das raizes sédo
sintomas caracteristicas dos herbicidas que possuem este mecanismo de acéo
(MARCHI, MARCHI e GUIMARAES, 2008), o que explica seu efeito supressor nas

raizes das mudas.
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Tabela 6- Comprimento da raiz e biomassa seca da raiz de mudas pré-brotadas de
cana-de-agUcar da variedade RB966928 transplantadas com e sem inoculacao de N.
amazonense, avaliados aos 56 DAA.

Comprimento daraiz Biomassa daraiz (g)
(cm)
Tratamento gi.a Cl Sl Cl S
hat
Indaziflam 75 13,00 cA 20,90 bA 10,94 bA 9,43 bA
Imazapic 200 7,00 cA 7,00 bA 4,66 cA 5,23 bA
Clomazone 720 65,50 abA 64,40 aA 18,13 aA 9,05 bB
Tebuthiron 800 56,80 bA 68,80 aA 12,76 abA 9,70 bA
Sulfentrazone 800 54,80 bA 59,80 aA 11,52 bA 8,12 bA
Testemunha - 73,20 aA 65,20 aA 17,17 aA 15,15 aA
DMS 10,74 4,98 4,12 1,49
CV% 16,48 20,14 26,69 25,52

*Cl = com inoculante.; SI = sem inoculante. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Letras mindsculas sdo comparadas na vertical e letras mailsculas na
horizontal pelo teste de Tukey 5%.
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7. CONCLUSAO

Para as condi¢des do presente estudo, pode-se concluir que:

O herbicida indaziflam n&o interferiu no crescimento in vitro de N.
amazonense nas doses avaliadas. O crescimento da bactéria foi inibido
pelo herbicida imazapic a partir da dose recomendada.

Os herbicidas imazapic (200 g i.a hal) e indaziflam (100 g i.a ha?)
aplicados ao solo ndo foram nocivos ao crescimento de N.
amazonense.

Mudas pré-brotadas da variedade RB966928 de cana-de-agucar foram
altamente suscetiveis ao herbicida imazapic independentemente da
inoculacdo com N. amazonense.

Os herbicidas clomazone, sulfentrazone e tebuthiuron n&o interferiram
no efeito promotor de crescimento de N. amazonense em mudas pré-
brotadas da variedade RB966928

A inoculagdo com N. amazonense nédo alterou a sensibilidade das

mudas pré-brotadas em relacdo aos herbicidas.
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