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RESUMO

A inoculacdo com Nitrospirillum amazonense promove fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) e producéo de fitormonios, o que pode influenciar a competitividade de mudas pre-
brotadas (MPBs) de cana-de-agucar frente a plantas daninhas, e herbicidas pré-emergentes
podem ser toxicos as células bacterianas. Desse modo, 0 objetivo com esse estudo foi avaliar
0 impacto da inoculacdo com Aprinza (N. amazonense) na competitividade de MPBs de
cana-de-acgucar, assim como o efeito da matocompeticdo na microbiota rizosférica e avaliar
a toxicidade de herbicidas pré-emergentes as células bacterianas. A competitividade de
MPBs de cana-de-acucar foi avaliada em um experimento realizado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 4x2. Trés espécies de plantas daninhas
(Merremia aegyptia, Urochloa decumbens e Cyperus rotundus) foram avaliadas em 4
densidades (10, 20, 40 e 80 plantas m2), convivendo com MPBs na presenca e auséncia da
inoculacdo com N. amazonense, além de controles (somente MPB, com e sem inoculacgéo).
Aos 90 dias ap06s o transplantio (DAT), as mudas foram avaliadas em relacéo a altura (cm),
area foliar (cm?), biomassa da parte aérea (g) e biomassa seca da raiz (g). Ainda aos 90 DAT,
o solo rizosférico foi avaliado em relacdo a diversidade bacteriana e fngica por meio da
analise metataxonémica do solo, através de extragdo e sequenciamento de DNA, com alvo
nas regides 16S rDNA de bactérias e na regido intergénica ITS de fungos, e em relacdo a
atividade microbiana, por meio da analise da atividade das enzimas [-glicosidase e
arilsulfatase, pelo método de quantificacdo do p-nitrofenol. Para avaliar a toxicidade de
herbicidas a bactéria N. amazonense, foram realizados quatro ensaios in vitro. No primeiro
ensaio, nove herbicidas pré-emergentes registrados para cana-de-agucar (clomazone,
imazapic, tebuthiuron, indaziflam, S-metolachlor, metribuzin, isoxaflutole, sulfentrazone,
flumioxazin) foram avaliados quanto a concentragdo minima inibitéria (CMI). Os herbicidas
foram avaliados em cinco doses correspondentes a 1/4, 1/2, 1, 1,5 e 2 vezes a dose comercial
(DC), além de tratamento controle sem herbicida. No segundo ensaio, foi avaliada a
resisténcia de N. amazonense a aplicacdo dos mesmos herbicidas no solo, por meio da
quantificacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de unidades formadoras de colonia (UFC)
de N. amazonense g.solo! utilizando a tabela de McCrady. O terceiro ensaio avaliou 0
impacto dos herbicidas sobre a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) da
bactéria em meio semissolido NFb isento de nitrogénio, pelo método de digestdo semimicro
de Kjeldahl. Por fim, o quarto ensaio verificou o efeito dos herbicidas sobre a producédo de
acido indol-acético (AlA) pela bactéria. As células bacterianas foram analisadas pelo método
colorimétrico por meio da adicdo do reagente de Salkowski. A inoculagdo com N.
amazonense gerou incrementos somente no parametro altura de MPBs em competi¢do com
U. decumbens. Interagdo significativa entre inoculagéo e densidade de plantas foi observada
apenas para o parametro area foliar de MPBs em competicdo com M. aegyptia. A inoculagédo
demonstrou induzir uma correlagdo negativa entre aumento da densidade de M. aegyptia e
reducdo da area foliar das mudas. A presenga de U. decumbens, M. aegyptia e C. rotundus
gerou reducdes na altura, biomassa aérea e area foliar das MPBs independentemente da
inoculacdo com N. amazonense. A inoculagdo microbiana e a matocompeticdo ndo alteraram
significativamente a estrutura da comunidade bacteriana e fungica e a atividade enzimatica



do solo rizosférico das MPBs. Contudo, taxons atribuidos ao género Nitrospirillum
(classificados como Azospirillum na base utilizada) foram encontrados apenas nos
tratamentos MPBs inoculadas e MPBs inoculadas em competicdo com U. decumbens. As
diferentes moléculas herbicidas geraram respostas diferenciais a sobrevivéncia e a atividade
funcional de N. amazonense. Indaziflam, metribuzin, S-metolachlor e sulfentrazone néo
impactaram a sobrevivéncia nem a funcionalidade da bactéria, mas promoveram o aumento
do crescimento celular e estimularam a producao de AlA e/ou a FBN. Isoxaflutole estimulou
0 crescimento bacteriano em subdoses, entretanto, gerou inibic&o a partir da dose comercial,
contudo sem interferir na producéo de AIA ou FBN. Clomazone e imazapic adicionados ao
meio de cultura diminuiram o crescimento bacteriano, mas ndo afetaram a sobrevivéncia no
solo, além de aumentarem a produgdo de AIA e FBN. Flumioxazin e tebuthiuron
estimularam o crescimento bacteriano e a FBN, mas reduziram a producdo de AlA. Dadas
as condicdes do presente estudo, pode-se concluir que, embora N. amazonense apresente
potencial, a inoculacdo ndo foi capaz de mitigar os efeitos adversos da competicdo com
plantas daninhas no crescimento de mudas pré-brotadas, sugerindo que ajustes
metodoldgicos ou praticas complementares sejam necessarios para aumentar sua eficacia.
Ademais, nossos resultados destacam a importancia de uma selecéo criteriosa de herbicidas,
considerando ndo apenas sua toxicidade aguda, mas também seus efeitos diferenciais sobre
processos microbianos essenciais, de modo a favorecer estratégias sinérgicas que combinem
o0 controle eficaz de plantas daninhas e o uso de inoculantes microbianos.

Palavras chave: bactérias promotoras de crescimento, fitormonios, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, inibi¢do microbiana, matocompeti¢do, metataxonémica.



ABSTRACT

Inoculation with Nitrospirillum amazonense promotes biological nitrogen fixation (BNF)
and phytohormone production, which can influence the competitiveness of sugarcane pre-
sprouted seedlings (PSS) against weeds. However, pre-emergence herbicides may be toxic
to bacterial cells. Therefore, the objective of this study was to evaluate the impact of
inoculation with Aprinza (N. amazonense) on the competitiveness of sugarcane PSS, as well
as the effect of weed competition on the rhizosphere microbiota, and to assess the toxicity
of pre-emergence herbicides to bacterial cells. The competitiveness of sugarcane PSS was
evaluated in a completely randomized design (CRD) in a 4x2 factorial arrangement. Three
weed species (Merremia aegyptia, Urochloa decumbens, and Cyperus rotundus) were
assessed at four densities (10, 20, 40, and 80 plants/m?), coexisting with PSS in the presence
or absence of inoculation with N. amazonense, in addition to controls (PSS only, with and
without inoculation). At 90 days after transplanting (DAT), seedlings were evaluated for
height (cm), leaf area (cm?), shoot dry biomass (g), and root dry biomass (g). Also at 90
DAT, rhizospheric soil was analyzed for bacterial and fungal diversity through soil
metataxonomic analysis, using DNA extraction and sequencing targeting the bacterial 16S
rDNA and fungal ITS intergenic regions. Microbial activity was assessed by measuring the
activity of B-glucosidase and arylsulfatase enzymes using the p-nitrophenol quantification
method. To evaluate herbicide toxicity to N. amazonense, four in vitro assays were
conducted. In the first assay, nine pre-emergence herbicides registered for sugarcane
(clomazone, imazapic, tebuthiuron, indaziflam, S-metolachlor, metribuzin, isoxaflutole,
sulfentrazone, and flumioxazin) were assessed for their minimum inhibitory concentration
(MIC). Herbicides were tested at five doses corresponding to 1/4, 1/2, 1, 1.5, and 2 times the
commercial dose (CD), along with a control treatment without herbicide. In the second
assay, the resistance of N. amazonense to the application of the same herbicides in soil was
evaluated by quantifying the Most Probable Number (MPN) of colony-forming units (CFU)
of N. amazonense per gram of soil using the McCrady table. The third assay assessed the
impact of herbicides on the bacterium's BNF capacity in nitrogen-free semi-solid NFb
medium using the semi-micro Kjeldahl digestion method. Lastly, the fourth assay examined
the effect of herbicides on indole-3-acetic acid (IAA) production by the bacterium. Bacterial
cells were analyzed by the colorimetric method using the Salkowski reagent. Inoculation
with N. amazonense led to increases only in the height of PSS under competition with U.
decumbens. A significant interaction between inoculation and plant density was observed
only for the leaf area parameter in PSS competing with M. aegyptia. Inoculation induced a
negative correlation between increasing M. aegyptia density and a reduction in seedling leaf
area. The presence of U. decumbens, M. aegyptia, and C. rotundus caused reductions in the
height, shoot biomass, and leaf area of PSS, regardless of inoculation with N. amazonense.

Microbial inoculation and weed competition did not significantly alter the structure of the
bacterial and fungal communities or the enzymatic activity of the rhizospheric soil of PSS.
However, taxa attributed to the genus Nitrospirillum (classified as Azospirillum in the
reference database used) were found only in the inoculated PSS treatments and inoculated
PSS under competition with U. decumbens. Different herbicide molecules elicited distinct
responses in the survival and functional activity of N. amazonense. Indaziflam, metribuzin,
S-metolachlor, and sulfentrazone did not affect bacterial survival or functionality, but
promoted increased cell growth and stimulated IAA production and/or BNF. Isoxaflutole
stimulated bacterial growth at sublethal doses; however, it exhibited inhibitory effects at
commercial application rates, while not interfering with IAA production or BNF capacity.
Clomazone and imazapic, when added to the culture medium, reduced bacterial growth but



did not affect survival in soil, and increased IAA production and BNF. Flumioxazin and
tebuthiuron stimulated bacterial growth and BNF but reduced IAA production. Under the
conditions of the present study, it can be concluded that although N. amazonense shows
potential, inoculation was not able to mitigate the adverse effects of weed competition on
the growth of pre-sprouted seedlings, suggesting that methodological adjustments or
complementary practices are necessary to increase its efficacy. Furthermore, our results
highlight the importance of a careful selection of herbicides, considering not only their acute
toxicity but also their differential effects on essential microbial processes, thereby favoring
synergistic strategies that combine effective weed control with the use of microbial
inoculants.

Keywords: biological nitrogen fixation, growth-promoting bacteria, metataxonomics,
microbial inhibition, phytohormones, weed competition.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar é considerada uma das culturas mais importantes da atualidade,
fornecendo matéria-prima para a producdo de aclcar, etanol, bioeletricidade e outros
produtos essenciais a demanda alimentar e energética global (Ferreira, 2019; Silva, 2021;
Zhang et al., 2025).

Diante desse cenario, para acompanhar o aumento continuo da demanda e enfrentar
desafios de sustentabilidade e eficiéncia produtiva, novas estratégias estdo sendo
desenvolvidas (Huang, 2024). Entre elas, destaca-se o uso de bactérias promotoras de
crescimento (BPC). Esses microrganismos, capazes de colonizar a rizosfera das plantas e
estimular seu crescimento e desenvolvimento, vém sendo incorporados ao sistema
canavieiro como uma solucdo inovadora para aumentar de maneira sustentavel a
produtividade da cultura (Fiuza, 2022).

A acdo benéfica destas bactérias pode ocorrer de forma direta, por meio da fixacéo
bioldgica de nitrogénio e producéo de substancias fitoestimuladoras, ou de forma indireta
através da inducdo de resisténcia sistémica a patdgenos e pela producdo de sideréforos
(Machado, 2015; Labanca, 2019).

Atualmente, a bactéria diazotréfica Nitrospirillum amazonense, formulada no
produto comercial Aprinza®, possui registro no MAPA para ser utilizada comercialmente
como bioestimulante no crescimento da cana-de-agucar (BASF, 2019). A inoculacdo de N.
amazonense tem se mostrado capaz de promover aumento significativo na produtividade da
cultura. Plantas inoculadas com a espécie tém apresentado aceleracdo na brotacdo das gemas,
modificages na arquitetura do sistema radicular, com aumento de tamanho e nimero de
raizes secundarias de menor didmetro, e aumento no perfilhamento e area foliar, resultando
em maior produtividade de colmos (EMBRAPA, 2018; De Santis et al., 2020; Schwab et al.,
2023).

Além de contribuir para o desenvolvimento da cultura, o uso de bactérias
promotoras de crescimento pode representar uma ferramenta Util para mitigar os efeitos
negativos de fatores bioticos, como a interferéncia causada por plantas daninhas. A
incidéncia dessas plantas nos canaviais é considerada o principal fator bidtico que
compromete a produtividade da cultura, e a competicdo direta por recursos do meio
representa a principal forma de interferéncia dessas plantas (Martinelli et al., 2019).
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Espécies como Cyperus rotundus, Merremia aegyptia e Urochloa decumbens s&o
comumente encontradas nesses ambientes e apresentam alta agressividade competitiva,
causando declinios de producdo que variam desde de reducdes significativas até perda
completa da produtividade de colmos, dependendo do periodo de convivéncia (Amaral et
al., 2018; Azania, 2018; Giraldeli et al.,2024).

A intensidade da competicdo por recursos entre as raizes da cultura e das plantas
daninhas varia de acordo com a disponibilidade e tipo de recursos presente no solo, das
espeécies vegetais e da capacidade que estas possuem de desenvolver de forma rapida um
sistema radicular extenso, de didmetro reduzido e area superficial ampla (Galon et al., 2012).

Por meio da liberacdo de seus exsudatos radiculares, as plantas em competigédo
possuem a capacidade de provocar modificacbes na comunidade microbiana, que se
transforma em uma comunidade diferente das visualizadas em monoculturas, induzindo
simbioses e associacbes benéficas, que sdo capazes de promover seu proprio
desenvolvimento e inibir o crescimento de outras espécies vegetais (Sanon et al., 2009;
Massenssini et al., 2014a).

Contudo, a interferéncia consiste em um fendmeno reciproco, onde tanto cultura
quanto planta daninha séo capazes de interagir com o0 meio e limitar o desenvolvimento de
plantas concorrentes (Kuva et al., 2000; Massenssini et al., 2014b).

Deste modo, a inoculacdo da cana-de-agucar com BPC, por potencializar as
interacdes benéficas cana-microbiota, pode atuar de modo a alterar a dinamica da
competicdo planta daninha-cultura, trazendo vantagens a cana-de-agtcar nas fases iniciais
de seu desenvolvimento (Matos, 2017).

Ademais, o controle quimico com herbicidas consiste na tatica de controle de
plantas daninhas mais empregada nos canaviais, com diversas moléculas registradas para
essa cultura, a exemplo de clomazone, imazapic, tebuthiuron, indaziflam, S-metolachlor,
metribuzin, isoxaflutole, sulfentrazone e flumioxazin. Entretanto, a aplicacdo desses
herbicidas pré-emergentes sobre o solo pode atingir a microbiota rizosférica e afetar direta
ou indiretamente a quantidade e atividade dos microrganismos ali presentes (Ahemad e
Khan, 2010; Staley et al., 2015).

Os herbicidas podem gerar danos especificos as células bacterianas, podendo haver
efeitos bacteriostaticos e bactericidas (Lino, 2018), e reducdo ou inibi¢do de sua capacidade
de realizar fungdes fisiologicas, tais como a FBN e a produgéo de auxinas (Ahemad e Khan,
2012).
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Embora seja conhecido que as interagdes entre as plantas e a microbiota rizosférica
possam influenciar diretamente o desempenho agronémico das culturas, ainda sdo escassos
os estudos que investigam como a inoculacdo com BPC pode afetar a dindmica competitiva
entre culturas e plantas daninhas. Além disso, pouco se sabe sobre a seletividade e os efeitos
ecotoxicoldgicos de herbicidas pré-emergentes, amplamente utilizados em canaviais, sobre
o funcionamento fisioldgico de rizobactérias benéficas como N. amazonense. Tais lacunas
limitam a adog&o segura e eficaz dessas tecnologias no manejo integrado de plantas daninhas
e na promocdo da produtividade da cana-de-acucar.

Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar o impacto da inoculagédo com
N. amazonense na competividade de mudas pré-brotadas de cana-de-acucar frente a
diferentes espécies de plantas daninhas, investigar o efeito da matocompeticdo sobre a
composicdo da microbiota rizosférica e avaliar a toxicidade de herbicidas pré-emergentes

sobre as funcdes fisioldgicas de N. amazonense.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DA CANA-DE-ACUCAR

Atualmente, o Brasil é uma das principais poténcias mundiais, ocupando a decima
posicdo entre as maiores economias do mundo (FMI, 2025). No ambito nacional, o
agronegocio se apresenta como um dos pilares da economia, sendo responsavel por
aproximadamente 21,8 % do produto interno bruto (CEPEA, 2024). Dentre as culturas de
maior importancia e representatividade do agronegdcio brasileiro, destaca-se a cana-de-
acucar.

Originaria do sudoeste asiatico, a cana-de-acUcar (Saccharum officinarum L.) é
uma das mais produtivas espécies de plantas conhecidas (Tejera et al., 2007). Pertencente a
familia Poaceae, a espécie semi-perene de metabolismo C4 possui alta eficiéncia na
conversao de energia, e elevada capacidade de producao de biomassa e acumulo de sacarose
(Silva, 2022).

Devido as suas caracteristicas, a cana-de-agtcar é considerada uma das matérias-
primas mais importantes da atualidade, tendo seus produtos e subprodutos extrema
relevancia no suprimento da demanda alimentar e energética da populagcdo mundial (Zhang
et al., 2025).
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O Brasil lidera a producdo e exportacdo mundial de cana-de-agucar e seus
derivados, sendo responsavel por mais de 40% do cultivo da cultura em todo o mundo (Lima
et al., 2022). A area cultivada com cana-de-acucar no pais abrange cerca de 8,69 milhdes de
hectares. A regido Centro-sul destaca-se como polo de producdo nacional, concentrando
cerca de 91% da area total cultivada no pais. Dentre os estados da federacdo, Sdo Paulo se
apresenta como maior estado produtor, sendo responsavel por mais de 50% da producgéo
nacional, seguido respectivamente pelos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul e Parana (CONAB, 2024).

Dentre os principais produtos obtidos a partir da cana-de-agUcar, tem-se o agucar e
o etanol. N&o obstante, a partir de seus subprodutos e residuos, a cultura fornece ainda
insumos para producdo de bioeletricidade, biogéas, bioplasticos, biofertilizantes, cosméticos,
entre outros produtos (Ferreira, 2019).

O cultivo da cana-de-agucar é conduzido principalmente pela demanda mundial de
acucar, sendo a cultura utilizada como matéria-prima para producdo de aproximadamente
80% de todo acucar consumido no mundo (Mantovani, 2022). Contudo, visando atenuar 0s
efeitos do aquecimento global, pela diversificacdo da matriz energética e diminuicdo do uso
de combustiveis fosseis, a demanda por etanol tem crescido cada vez mais, ocasionando
continua expansao do cultivo de cana-de-agUcar para producao do biocombustivel (Mialiachi
Junior et al., 2020).

No que concerne o cenario nacional, o Brasil apresenta protagonismo na producao
de acucar e etanol, liderando a producdo e exportacdo mundial de aclcar e ocupando a
segunda posicdo na producdo mundial do biocombustivel (UNICA, 2024a). Segundo dados
da CONAB (2024), o pais estima produzir cerca de 44 milhdes de toneladas de acUcar e
28,86 bilhdes de litros de etanol na safra 2024/2025.

Além do fornecimento de matéria-prima para o suprimento da demanda de agucar
e etanol, a cana-de-agUcar tem se destacado ainda na geracao de bioeletricidade. De acordo
com dados da UNICA (2024b), a producdo de energia proveniente da cana-de-agucar gerou
em 2023 cerca de 21 mil GWh, representando cerca de 75% de toda bioeletricidade
proveniente de biomassa do pais, tornando a cultura a 3* maior fonte da matriz elétrica
nacional. Por ser produzida proximo aos centros consumidores e possuir pico de geracdo nos
periodos de estiagem, a bioeletricidade obtida a partir dos residuos da cana-de-agucar se

apresenta como uma importante fonte complementar a energia hidroelétrica, contribuindo
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de forma sustentavel para 0 aumento da seguranca energetica do pais (Guido, 2022; UNICA,
2024b).

O setor sucroenergético exerce ainda importante papel econémico-social, a medida
que gera em toda a cadeia produtiva aproximadamente 2,4 milhdes de empregos diretos e
indiretos, sendo diretamente responsavel por 2% do Produto Interno Bruto (PIB) (Lima et
al., 2022).

Dada a grande importancia socioeconémica e ambiental da cana-de-acucar, visando
aumentar a produtividade e sustentabilidade da cultura, novas tecnologias estdo sendo
desenvolvidas e aplicadas ao sistema produtivo, a exemplo do uso de mudas pré-brotadas e
da aplicacdo de inoculantes a base de bactérias promotoras de crescimento vegetal.

2.2 MUDAS PRE-BROTADAS

O sistema de plantio utilizando mudas pré-brotadas (MPBs) tem sido recomendado
para substituir o sistema convencional de plantio por toletes, visto suas vantagens
econdmicas, fitossanitarias e ambientais (Landell et al., 2013). As MPBs sdo obtidas por
meio de gemas contidas nos nos dos colmos da cana-de-acucar, denominados de
minirrebolos, os quais sdo tratados com inseticidas e fungicidas e plantados em tubetes
contendo substrato (Sandrini et al., 2021).

Além de proporcionar alto padrao clonal, uniformidade de plantio e vigor, as MPBs
permitem reduzir substancialmente a quantidade de matéria prima para instalacdo do
canavial. Quando comparadas ao sistema de plantio convencional, as mudas geram
economia de até 90% de colmos-sementes, implicando em reducdo de custos e aumento de
lucratividade ao produtor (Nicchio et al., 2020).

Por serem previamente tratadas com inseticidas e fungicidas, as MPBs promovem
elevada qualidade fitossanitaria ao canavial, diminuindo a incidéncia de pragas e doencas
que poderiam ser disseminadas através dos colmos (Elia, 2015). A alta sanidade do material
propagativo implica na reducdo de aplicagBes de agrotdxicos nas areas de cultivo e permite
0 aumento da longevidade dos canaviais, resultando em economia de insumos quimicos,
reducdo do trdfego de maquinas e uso de combustiveis fosseis.

A tecnologia de multiplicagdo MPB tem se expandido rapidamente, principalmente
em implantagdo de viveiros, replantio de areas comerciais, e na expansdo e renovacdo de

areas com introducao de novas variedades de cana-de-agucar (Souza et al., 2019). Entre 2019
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e 2022, a participacdo das MPBs plantadas pelos produtores brasileiros, cresceu de 41% para
74%, representando um aumento de 82% em trés anos (IAC, 2024).

Contudo, algumas desvantagens desse sistema de plantio incluem a necessidade de
irrigacao apds o transplante para garantir o melhor "pegamento™ das mudas no campo. Além
disso, a falta de informagdes sobre a compatibilidade com outras tecnologias, como a
inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento, representa desafios a serem superados
(Perez, 2017).

2.3 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

O solo consiste em um ambiente que abriga grande quantidade e diversidade de
microrganismos. Na rizosfera, regido do solo localizada proxima as raizes, 0s
microrganismos estabelecem interacGes com as plantas, podendo colonizar a superficie
(colonizagdo epifitica) ou ocupar os espacos intercelulares (colonizacdo endofitica) dos
tecidos vegetais (Reis, 2005).

A comunicacdo entre a microbiota e 0s vegetais se apresenta como uma via de mao
dupla, mediada pela liberacao de exsudatos radiculares por parte da planta e pela producéo
e excrecdo de diversos compostos por parte dos microrganismos (Bezerra, 2021). A
interacdo microrganismo-planta pode promover respostas benéficas, neutras ou prejudiciais
ao desenvolvimento vegetal (Godoy, 2020).

Bactérias do solo que colonizam a rizosfera das plantas e contribuem positivamente
no seu crescimento e desenvolvimento via producdo e excrecdo de produtos quimicos
liberados nas proximidades da rizosfera sdo comumente denominadas de bactérias
promotoras de crescimento - BPC (Fiuza, 2022). A acdo benéfica das BPC sobre as plantas
pode ocorrer por meio de diversos mecanismos, podendo estes serem classificados como
biofertilizantes, fitoestimuladores e biopesticidas, sendo a maioria das espécies capaz de
atuar simultaneamente sobre mais de um mecanismo (Mendonca et al., 2020).

Em termos didaticos esses mecanismos podem ser divididos em mecanismos de
acao direta e indireta. A acédo direta engloba os mecanismos relacionados ao aumento da
disponibilidade de nutrientes, tais como a fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizagéo de
fosfato e a producdo de substancias fitoestimuladoras, a exemplo dos hormonios
pertencentes aos grupos das auxinas, giberelinas e citocininas. Ja 0s mecanismos de acao

indireta envolvem a inducdo de resisténcia sisttmica a patdgenos, pela producdo de
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compostos como acido cianidrico, antibiose, chitinases, glucanases e sider6foros (Machado,
2015; Labanca, 2019).

Vérias espécies de bactérias diazotroficas associativas tém demonstrado capacidade
de promover o crescimento vegetal na cultura da cana-de-acucar, dentre elas, destacam-se
as pertencentes aos géneros Azospirillum, Nitrospirillum, Beijerinckia, Herbaspirillum,
Paraburkholderia e Gluconacetobacter (Lopes, 2013).

2.4 Nitrospirillum amazonense

Pertencente a classe Alphaproteobacteria, familia Rhodospirillaceae, a espécie
Nitrospirillum amazonense, anteriormente descrita como Azospirillum amazonense, consiste
em uma bactéria de vida livre, gram-negativa, aerdbica, que se apresenta em colbnias
circulares e lisas de coloracdo creme quando cultivadas em meio agar. Diazotréfica
associativa facultativa, a espécie é capaz de colonizar tanto a rizosfera quanto o interior das
raizes das plantas a ela associadas (Lin et al., 2014; Santos, 2020).

A espécie foi inicialmente isolada de gramineas forrageiras nativas da Amazonia
brasileira e posteriormente pdde ser também encontrada colonizando plantas de cana-de-
acucar e de cereais em diversas regies do Brasil (Terra, 2018).

No que tange os mecanismos de promocao de crescimento, é conhecido que N.
amazonense, além de atuar realizando a fixacdo bioldgica de nitrogénio, também age por
meio da sintese e liberacdo de fitormonios tais como auxinas (principalmente AlA), citocinas
e giberelinas (Reis Janior et al., 2004; Cecagno, 2007).

A inoculacdo de N. amazonense na cultura de cana-de-agucar tem se mostrado
capaz de promover aumento significativo na produtividade da cultura, sendo visualizados
em plantas inoculadas com a espécie aceleracdo na brota¢do das gemas, modificacdes na
arquitetura do sistema radicular, com aumento de tamanho e numero de raizes secundarias
de menor didmetro e aumento no perfilhamento e area foliar, resultando em maior
produtividade de colmos (De Santis et al., 2020; Schwab et al., 2023).

Os estudos direcionados na area resultaram no desenvolvimento de um inoculante
microbioldgico liquido. O produto, que é denominado Aprinza® (BASF) contém células de
Nitrospirillum amazonense (estirpe CBAMC — BR11145) e possui registro no MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento), para ser usado comercialmente como

bioestimulante no crescimento da cana-de-agucar (EMBRAPA, 2018).



23

Na literatura podem ser encontrados trabalhos que evidenciam o efeito promotor de
crescimento da bactéria N. amazonense sobre a cana-de-acucar. Reis et al. (2020), analisando
a performance da variedade RB966928 inoculada com o produto Aprinza® (N. amazonense)
em condicdes de campo, visualizaram aumento de 41% no crescimento meédio das plantas
inoculadas, quando comparadas com as testemunhas sem inoculacdo. De forma analoga,
Mascarenhas (2021), também observou aumento de 41% no peso seco de colmos, quando a
mesma variedade foi inoculada com o inoculante Aprinza®. Semelhantemente, De Santis et
al. (2020) também observaram efeito significativo da inoculagdo com o produto, visto que
foram observados aumento de 20% no peso de colmos e 25% no rendimento total de agucar
de plantas de cana-de-agUcar da variedade RB867515.

2.5 MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL
2.5.1 Fixacdo biologica de nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é um processo realizado por rizobactérias
denominadas diazotroficas, que possuem o complexo enzima nitrogenase, capaz de reduzir
0 nitrogénio atmosférico (N2) a amonia (NHs), sendo esta uma forma combinada passivel de
assimilacao pelas plantas (Lima, 2020).

O nitrogénio (N) consiste em um nutriente fundamental para a nutricao vegetal, por
participar diretamente de processos essenciais como a fotossintese e ser constituinte
obrigatério de biomoléculas a exemplo de aminoacidos, proteinas e enzimas (Ferreira,
2017).

Trés sdo as formas passiveis de o nitrogénio ser importado pela cultura no sistema
solo-planta: por meio da decomposicdo atmosférica, fixacdo biolégica de nitrogénio ou
através de adubacdes quimicas e organicas. Contudo, atualmente adubacdes nitrogenadas
utilizando fertilizantes sintéticos sdo as predominantes nos canaviais (Barreiros, 2020).

O nitrogénio € exigido em grandes quantidades pela cana-de-agUcar, sendo
necessario para um bom rendimento de colmos, uma média de até 130 kg de N-fertilizante
por hectare (Simdes et al., 2018). Estima-se que a adubacdo nitrogenada em cana seja
responsavel por até 23% da energia fossil utilizada nas operagdes da cultura (Joris, 2015).

Além do alto custo, que representa um fator limitante para a producéo, a utilizacéo
de fertilizantes nitrogenados sintéticos possui ainda baixo desempenho, visto que grande

parte do nutriente aplicado € perdido por processos microbiologicos (nitrificagéo,
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desnitrificacdo, imobilizacdo), quimicos (trocas, fixacdo, precipitacdo, hidrolise) e fisicos
(lixiviacdo, volatilizagdo). Nao obstante, a lixiviacdo de nitrato é considerada a principal via
de perda de N disponivel as plantas, ocorrendo alto risco de contaminacdo ambiental
(Stacciarini, 2020).

Diante do exposto, a inoculagdo de bactérias diazotrdficas na cultura da cana-de-
acucar se apresenta como uma alternativa vidvel para aumentar a sustentabilidade do
processo produtivo, visto que a fixacdo bioldgica de nitrogénio por microrganismos
diazotroficos tem potencial para substituir total ou parcialmente a adubacao nitrogenada,
gerando reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados provenientes de combustiveis fdsseis
ndo renovaveis (Duarte, 2018).

Estudos demonstram que a depender da variedade e das espécies de bactérias
diazotroficas associadas, a contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio para a cana-de-

acucar pode fornecer até 70% do nitrogénio requerido pela cultura (De Santis et al., 2020).
2.5.2 Producéo de fitormonios

Fitormdnios ou horménios vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e
acido abscisico) sdo substancias organicas que desempenham funcdes na regulacdo do
crescimento das plantas (Pedrinho et al., 2010).

Estas substancias agem como mensageiros quimicos influenciando a capacidade de
reacao dos vegetais a0 ambiente, ao atuarem diretamente na transducdo de sinais intra e
intercelulares, que estdo envolvidos em processos de divisdo e diferenciacdo celular,
fototropismo, dominéncia apical e diferenciacéo vascular (Sousa, 2015).

Diversos microrganismos, como bactérias e fungos, possuem a capacidade de
sintetizar hormonios de crescimento idénticos aos encontrados nas plantas (Pedrosa et al.,
2015). Pela producdo e liberacdo de fitormoénios, as BPC possuem a capacidade de
reprogramar de forma eficaz o metabolismo vegetal primario e secundario, facilitando a
resposta das plantas a condicdes de estresses, causados por fatores bioticos e abidticos, como
€ 0 caso de estresses hidricos e nutricionais, ataque de pragas e doencas e matocompeticao
(Castrilho et al., 2017; Labanca, 2019).

As auxinas destacam-se dentro do grupo de reguladores de crescimento. Estas
consistem em uma classe hormonal responsavel por atuar na expansdo, alongamento e
divisdo celular, principalmente no enraizamento, além de agir no aumento da formacdo de

primordios radiculares (Aguiar, 2012).
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Dentre as auxinas, o acido indol-acético (AlA) é o fitormo6nio mais produzido pelas
bactérias promotoras de crescimento (Rezende et al., 2021).0 AlA é reconhecido por sua
capacidade de atuar sobre o metabolismo vegetal estimulando a planta a respostas rapidas,
como na proliferacdo de células e alongamento celular, e respostas lentas como na divisao e
diferenciacéo celular, provocando desta forma alteraces morfoldgicas do sistema radicular,
tais como aumento do comprimento da raiz, e nimero de pelos radiculares e raizes laterais
(Mendonca et al., 2020). Modificacdes no sistema radicular, induzidas pela acédo do AlA,
foram comprovadas em estudos com mudas pré-brotadas de cana-de-aglcar, nas quais a
inoculagdo com uma mistura de cinco bactérias promotoras de crescimento, incluindo N.
amazonense, resultou em incrementos expressivos no comprimento (51%) e no volume das
raizes (70%) (Santos et al., 2019).

2.6 PLANTAS DANINHAS E A INTERFERENCIA NA CULTURA
CANAVIEIRA

A incidéncia de plantas daninhas em canaviais consiste no principal fator biotico
responsavel por comprometer a produtividade da cultura. Estas plantas competem
diretamente com a cultura pelos recursos do meio, tais como agua, luz, CO e nutrientes;
podem liberar substancias alelopaticas, ser hospedeiras de pragas e doencas, causar prejuizos
as operacdes de colheita, gerar decréscimo da longevidade dos canaviais e interferir na
qualidade agroindustrial da cana-de-acucar (Ferreira et al., 2010; Martinelli et al., 2019).

Diversas sdo as espécies de plantas daninhas que podem ser encontradas infestando
areas cultivadas com cana-de-agucar, contudo, as espécies Cyperus rotundus (tiririca),
Merremia aegyptia (merremia) e Urochloa decumbens (capim-braquiaria) estdo entre as
mais abundantes e frequentes (Azania, 2018; Chinelato, 2021).

Dentre as espécies de plantas daninhas, Cyperus rotundus é considerada a mais
disseminada e agressiva em cultivos agricolas de todo o mundo, sendo responsavel por
causar redugdes quantitativas e qualitativas nas principais culturas de valor econémico (Heck
et al., 2020). A espeécie de dificil controle apresenta rapido crescimento vegetativo e intensa
producdo de tubérculos, o que lhe confere alta capacidade competitiva. Os tubérculos,
principal meio de disseminacdo da espécie, possibilitam grande infestagdo de areas agricolas
em um curto periodo de tempo (Jakelaitis et al., 2003). A competi¢cdo imposta pela tiririca
tem impacto direto no rendimento da cana-de-actcar, com registros de perdas que variam de

13% a 45% conforme a infestagéo (Durigan et al., 2005).
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As espécies de corda-de-viola pertencentes ao género Merremia prejudicam a cana-
de-agUcar em todas as fases de seu ciclo. Na fase inicial de desenvolvimento da cultura,
atuam principalmente na competicdo por macronutrientes, ja apos a fase de perfilhamento,
devido ao seu habito trepador, competem agressivamente por luz ao se envolver aos colmos
da cultura dificultando a absorcdo da radiacdo solar e acumulo de sacarose, além de
prejudicarem o rendimento operacional da colheita (Azania et al., 2011). O efeito cumulativo
da competicdo por recursos faz com que infestacbes de corda-de-viola reduzam a
produtividade da cana em até 46% (Silva et al., 2009).

Entre as gramineas invasoras, Urochloa decumbens destaca-se como a especie mais
disseminada em todo pais. Sua agressividade decorre de um sistema radicular profundo e
eficiente, o qual permite facil adaptacdo a diversos tipos de solo, aliado a capacidade de
rebrota e continua producdo de biomassa durante o ano (Martinelli et al., 2019). Em
condic@es de infestacdo predominante, essa espécie pode causar perdas de produtividade que
alcancam 82% em cana-planta (Kuva et al.,2001), além de reduzir o nimero de cortes viaveis
e elevar os custos de producdo em até 30% (lhara, 2021).

O potencial de reducdo da produtividade da cultura em funcdo da interferéncia das
plantas daninhas é varidvel e depende da severidade da infestacdo, das caracteristicas das
espécies competidoras, das condi¢des edafoclimaticas, e dos tratos culturais (Santos Janior,
2021).

Trés sdo os periodos de interferéncia das plantas daninhas sobre as culturas, sendo
eles: periodo total de prevencdo a interferéncia - PTPI, periodo anterior a interferéncia - PAI
e periodo critico de prevencdo a interferéncia - PCPI (Pitelli & Durigan, 1984). O PAI
consiste no periodo o qual a cultura pode conviver com a planta daninha sem sofrer quaisquer
interferéncias negativas na produtividade ou qualidade. O PCPI compreende o periodo
empregado como medida para tomada de decisbes, o0 qual estabelece a época crucial de
intervencdo com controle. JA o PTPI corresponde a somatéria do PAI + PCPI e indica o
periodo de tempo no qual a cultura deve ser mantida livre da matocompeticdo (Bonetti,
2021).

Quando ndo controladas adequadamente no PCPI (~26 a 68 dias), as plantas
daninhas podem ocasionar reduc@es diarias de produtividade na cana-de-agUcar no sistema
de MPBs, chegando a perdas de 8,22% por dia de convivéncia (Giraldeli et al., 2022).

A intensidade da competi¢do por recursos entre as raizes da cultura e das plantas

daninhas varia de acordo com a disponibilidade e o tipo de recursos presente no solo, das
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espécies vegetais e da capacidade que estas possuem em desenvolver de forma rapida um
sistema radicular extenso, de didmetro reduzido e area superficial ampla (Galon et al., 2012).
Estudos iniciais de competicao entre espécies daninhas e culturas indicam que o sistema
radicular é o principal fator de competitividade das plantas (Rizardi et al., 2001).

Contudo, a capacidade de interceptacdo da radiacdo solar também se apresenta
como um importante fator associado a capacidade competitiva, visto que espécies que
possuem como caracteristica rapido crescimento da parte aérea, Se sobressaem na
competicdo por luz, recobrindo as demais (Foerster, 2021).

Dentre as metodologias de avaliacdo do potencial de competicdo entre plantas, o
método aditivo é o mais comumente utilizado para se obter dados referentes a producéo e
perdas ocasionadas pela matocompeticdo. Neste método, a densidade de uma das espécies
competidoras se mantém constante (cultura), enquanto a densidade da outra (planta daninha)
é varidvel. Neste cendrio, as espécies daninhas que podem ser provenientes de infestacdo
natural ou semeadura irdo competir com a cultura de interesse por um periodo de tempo
estabelecido no qual se queira estudar a interferéncia exercida por elas (Oliver e Buchanan,
1986; Paula, 2015; Radosevich, 1987).

2.7 INTERACOES MICROBIOTA-PLANTA SOBRE A CAPACIDADE
COMPETITIVA

Ao serem introduzidas em um novo ecossistema, as plantas possuem a capacidade
de gerar alteracbes na composicdo e no funcionamento da popula¢do microbiana do solo
(Sanon et al., 2009).

Por meio da liberacdo de seus exsudatos radiculares, as plantas modificam a
estrutura das comunidades microbianas e alteram a disponibilidade de nutrientes no solo,
facilitando seu préprio crescimento, sendo este um importante mecanismo capaz de alterar
sua capacidade competitiva frente as demais espécies (Matos, 2017). Os exsudatos
radiculares podem induzir simbioses e associa¢fes benéficas as plantas, e tambem atuar de
modo a inibir o crescimento de espécies vegetais concorrentes (Sanon et al., 2009).

As estratégias utilizadas pelas plantas daninhas variam de acordo com a espécie e
0 ambiente no qual elas se encontram. Contudo, algumas espécies atuam de modo a reduzir
a diversidade microbiana do meio e promover aumento de microrganismos especificos que
favorecem seu crescimento (Bever, 2003). Estudos tém demonstrado que varias espécies de

plantas daninhas, tais como lIpomoea ramosissima, Bidens pilosa, Eleusine indica e
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Ageratum conyzoides possuem a capacidade de se associar a fungos micorrizicos
arbusculares, obtendo dessas associa¢Bes varios beneficios nutricionais e ndo nutricionais
que influenciam diretamente sua capacidade competitiva (Massenssini et al., 2014a; Matos,
2017).

Deste modo, é conhecido que a competicdo entre plantas daninhas e culturas
provoca modificagdes na comunidade microbiana, que se transforma em uma comunidade
diferente daquelas visualizadas em monoculturas (Massenssini et al., 2014a).

Contudo, a interferéncia consiste em um fenémeno reciproco, no qual a cultura
também possui a capacidade de interagir com o meio e limitar o desenvolvimento das plantas
daninhas (Kuva et al., 2000). Deste modo, tanto a planta daninha quanto a cultura séo
capazes de causar alteracGes na colonizacgéo das raizes de plantas concorrentes (Massenssini
etal., 2014b).

A inoculagdo da cana-de-agucar com BPC, por potencializar as interacGes benéficas
planta-microbiota, apresenta-se como um importante fator de alteracdo na capacidade
competitiva da cultura diante das espécies daninhas (Matos, 2017).

Embora a cana-de-agUcar apresente um metabolismo fotossintético altamente
eficiente (via C4, que maximiza a fixagdo de CO2 em condic¢Oes de alta luminosidade e
temperatura), sua produtividade ainda é comprometida pela competicdo com plantas
daninhas, principalmente nas fases iniciais de seu desenvolvimento (Victoria Filho e
Christofolleti, 2004).

A inoculacdo da cana-de-agucar com BPC, pela producdo de fitormdnios e FBN,
induz um réapido aumento no crescimento das raizes da cultura e gera modificacBes na
arquitetura do sistema radicular, permitindo uma maior eficiéncia na absorcdo dos recursos
do meio e aumento da velocidade do crescimento foliar, com consequente aceleracdo no
fechamento das entrelinhas do canavial (Lopes, 2013), fatores estes que podem atuar de
modo a modificar a dindmica da competi¢cdo planta daninha-cultura, trazendo vantagens a
cana nas fases iniciais de desenvolvimento.

Embora seja conhecido que a interagdo microbiota-planta possa interferir
significativamente no rendimento das culturas, estudos relacionados a interferéncia dessas

interacOes na capacidade competitiva das culturas e plantas daninhas ainda Sdo escassos.
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2.8 TOXICIDADE DE HERBICIDAS A BPC

Entre as téticas de controle de plantas daninhas existentes, o controle quimico se
destaca devido a sua maior eficiéncia, rendimento operacional e menor custo por area, em
comparacdo com os demais métodos. O uso de herbicidas consiste em uma importante
ferramenta no manejo agricola, e é empregado predominantemente em sistemas de producéo
do mundo todo (Lourencgo, 2018).

A utilizacdo de herbicidas pre-emergentes, ou seja, aqueles aplicados diretamente
sobre o0 solo antes da emergéncia das plantas, consiste em uma pratica comum nos canaviais
(Silva et al., 2018). Embora a maioria dos agrotoxicos seja desenvolvido para atingir um
alvo especifico ou um grupo de organismos especificos, 0 uso destes produtos pode ter
efeitos sobre organismos ndo-alvo (Staley et al., 2015), podendo afetar direta ou
indiretamente a quantidade e atividade dos microrganismos do solo (Ahemad e Khan, 2010).

Os efeitos dos herbicidas sobre a microbiota do solo s&o dificeis de prever a priori.
Enquanto alguns microrganismos possuem a capacidade de degradar essas moléculas,
usando-as como fonte de energia, outros podem ser intoxicados (Staley et al., 2015).

Os pesticidas podem gerar danos especificos as células bacterianas, podendo haver
efeitos bacteriostaticos e bactericidas pela inibicdo da sintese de proteinas, alteracdes de
DNA e oxidacéo e destruicdo de membranas (Lino, 2018).

Em se tratando especificamente de moléculas herbicidas, diversos trabalhos na
literatura tém demonstrado a toxicidade dessas moléculas sobre bactérias promotoras de
crescimento vegetal (Peters, 2011; Silva et al., 2014; Santos et al., 2006). Procopio et al.
(2013) analisaram dezoito herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agUcar e observaram
que a depender da molecular, o contato com 0s agrotdxicos gerou efeitos bactericidas e/ou
bacteriostaticos nas células microbianas da espécie diazotréfica G. diazotrophicus. De forma
semelhante, Procdpio et al. (2011) verificaram o efeito toxico das moléculas herbicidas sobre
a sobrevivéncia da espécie A. brasiliense.

A interferéncia de herbicidas no metabolismo de BPC pode comprometer além do
crescimento, a atividade destes microrganismos, reduzindo ou inibindo sua capacidade de
realizar fungdes fisioldgicas, tais como a FBN e a producgdo de auxinas (Ahemad e Khan,
2012). Schwerz et al. (2017) ao avaliar o efeito dos herbicidas diuron, imazapic, clomazone
e sulfentrazone sobre a espécie N. amazonense, verificou que todos os herbicidas

interferiram negativamente na FBN da bactéria.
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Deste modo, considerando os impactos negativos documentados de herbicidas
sobre a sobrevivéncia e funcionalidade microbiana, avaliacGes in vitro acerca dos efeitos
ecotoxicologicos de moléculas pré-emergentes utilizadas na cultura da cana-de-actcar em
relacdo as atividades funcionais de rizobactérias promotoras de crescimento, se mostram
relevantes na construcdo e implementacdo de estratégias eficientes de manejo de plantas
daninhas.

2.9 ANALISE METATAXONOMICA DO SOLO

A metataxonémica é uma técnica molecular que se baseia na analise gendmica de
moléculas de DNA extraidas diretamente de amostras ambientais, e que dispensa o cultivo
ou isolamento de microrganismos (Ghosh et al., 2019; Carvalho et al., 2022). Essa
abordagem possibilita a identificacdo e caracterizacdo de espécies em amostras complexas,
superando o Vviés da cultura, e fornece informacdes sobre a diversidade, atividade metabolica
e funcgdes dos microrganismos presentes (Rocha, 2021).

Em termos gerais, a analise metataxondmica compreende trés etapas principais:
extracdo do DNA da amostra ambiental, sequenciamento do material genético e analise de
bioinforméatica (Conteville, 2016). Na andlise da diversidade taxondmica, o material
genético é avaliado pela amplificagdo de marcadores filogenéticos, como o gene rRNA 16S
para procariotos e o gene ITS para eucariotos (locca, 2020).

A capacidade de gerar dados microbianos abundantes, rapidos e precisos
impulsionou a adog¢do dessa técnica em pesquisas agricolas (Li et al., 2020). Nesse contexto,
sua aplicacdo tem sido ampla na avaliacdo da microbiota do solo, permitindo investigar
como praticas como inoculagGes microbianas, presenca de plantas daninhas e aplicacdo de
herbicidas podem impactar a composicdo e funcionalidade do ecossistema microbiano
(Ferrarezi et al., 2023; Ali et al., 2024; Monteiro et al., 2024). Uma pesquisa com
Azospirillum brasilense inoculada em milho demonstrou, de forma detalhada, como a
promogdo de crescimento pela bactéria esta diretamente associada a sua capacidade de
estabelecimento no microbioma da rizosfera. A abordagem émica permitiu correlacionar a
persisténcia de tdxons bacterianos especificos com a deteccdo de genes envolvidos em vias
metabdlicas benéficas, revelando o papel do inoculante na modula¢do funcional da
comunidade microbiana (Ferrarezi et al., 2023). De forma analoga, um estudo recente,
utilizando técnicas de sequenciamento, pode verificar que a alteracdo do ambiente fisico,

através da matocompeticdo, foi capaz de remodelar significativamente a comunidade



31

microbiana do solo, favorecendo determinados tdxons bacterianos e modificando indices de
diversidade (Hammami et al., 2024).

Desta forma, dada sua capacidade de desvendar as complexas interagcdes entre 0s
componentes dos agroecossistemas, a metataxondmica tem se mostrado uma ferramenta
chave para fomentar a inovacéo e o desenvolvimento de estratégias de manejo que abrangem,
simultaneamente, a produtividade agricola e a sustentabilidade ambiental (Caglan et al.,
2024).

3. HIPOTESES

e A inoculagdo com Aprinza (N. amazonense) em mudas pré-brotadas, por
alterar a disponibilidade de nutrientes e gerar alteracbes na morfologia do
sistema radicular da cultura, pode alterar a capacidade competitiva da cana-

de-acucar proporcionando vantagens competitivas.

¢ Plantas daninhas em competi¢do com a cana-de-agucar, pela liberagdo de seus
exsudatos radiculares, podem gerar alteracdes na microbiota rizosférica de

mudas pré-brotadas inoculadas com Aprinza (N. amazonense).

e A aplicacdo de herbicidas pré-emergentes registrados para cana-de-agucar
pode apresentar efeito tdxico sobre o crescimento e atividade da rizobactéria

N. amazonense.
4. OBJETIVO

Avaliar o impacto da inoculacdo com Aprinza (N. amazonense) na competitividade
de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar frente a espécies daninhas Cyperus rotundus,
Merremia aegyptia e Urochloa decumbens, o efeito da matocompeticdo na microbiota

rizosférica e a toxicidade de herbicidas pré-emergentes a bactéria N. amazonense.
4.1 Objetivos especificos

e Avaliar o impacto da inoculagdo com Aprinza (N. amazonense) na capacidade
competitiva de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar frente as espécies de plantas

daninhas Cyperus rotundus, Merremia aegyptia e Urochloa decumbens.



e Auvaliar o impacto da competicdo das espécies Cyperus rotundus, Merremia aegyptia
e Urochloa decumbens na atividade microbiana da rizosfera de mudas pré-brotadas

inoculadas com Aprinza (N. amazonense).

e Avaliar in vitro o impacto dos herbicidas pré-emergentes clomazone, tebuthiuron,
sulfentrazone, S-metolachlor, metribuzin, isoxaflutole, flumioxazin, indaziflam e

imazapic sobre o crescimento, capacidade de fixa¢do bioldgica de nitrogénio e

producdo de AlA da bactéria N. amazonense.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Efeito da inoculagdo com N. amazonense na competitividade de mudas pré-

brotadas

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias
da UFSCar, Araras, SP. As unidades experimentais foram compostas por vasos de
polietileno com capacidade volumétrica de 30 litros, preenchidos com amostras de Latossolo
Vermelho distréfico (LVd), coletadas da camada ardvel (0—20 cm) de uma area de mata
nativa pertencente ao CCA/UFSCar, sem histérico de aplicacdo de pesticidas. As amostras

foram peneiradas e homogeneizadas previamente a utilizacdo nos experimentos.

A andlise quimica e fisica do solo (Tabela 1) foi realizada pelo laboratério de
quimica e fertilidade da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP,
utilizando-se metodologia descrita por Raij et al. (2001).

Tabela 1. Analise quimica e fisica de amostras de solo utilizadas no experimento.

Analise Quimica

P M.O pH K Ca Mg H+AI SB CTC Vv
mgdm=3 gdm=2 CaCl molc dm3 % mmolc dm3 %
11 22 4.8 1,1 13 9 33 23 56 41
Micronutrientes Anélise Fisica
B cu Fe Mn 7n Areia Total Argila Silte Classificacdo
Textural
mg dm3(ppm) gdm?
0,23 35 11 294 1.1 221 672 107 Argilosa




33

Para cada espécie de planta daninha foi realizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x2+2, com 4 repeti¢fes. O primeiro fator foi
constituido por 4 densidades de plantas e o segundo fator pela presenca e auséncia da
inoculacdo microbiana das mudas, além de controles (somente mudas pré-brotadas com e
sem inoculag&o).

O plantio da cana-de-agucar foi realizado utilizando-se mudas pré-brotadas
(MBPs), obtidas pela brotacdo de gemas individualizadas, conforme metodologia
estabelecida por Landell et al. (2013). As mudas foram transplantadas 60 dias apds a
brotacdo das gemas, e a irrigacao foi fornecida por sistema de aspersdo conforme a demanda
evapotranspiratoria. A variedade utilizada foi a RB966928. De acordo com o Censo Varietal
de cana-de-acUcar do IAC (2022/23), esta variedade se destaca em importancia, como a mais
plantada e cultivada no estado de Sao Paulo e a terceira mais cultivada no Brasil.

Trés espécies de plantas daninhas: corda-de-viola (Merremia aegyptia), capim-
braquiaria (Urochloa decumbens) e tiririca (Cyperus rotundus), foram utilizadas, sendo estas
as mais frequentemente encontradas em canaviais (Azania, 2018; Chinelato, 2021). As
sementes foram compradas na empresa Agrocosmo, especialista em producao de sementes
de plantas daninhas e a semeadura ocorreu no mesmo dia do transplantio das MPBs. Cada
espécie daninha foi avaliada em 4 densidades: (1, 2, 4 e 8 plantas por vaso, equivalente a 10,
20, 40 e 80 plantas.m?). O desbaste e controle manual de outras plantas daninhas que
germinaram durante o periodo de competicdo foram realizados para garantir a uniformidade
dos tratamentos.

A inoculagdo das MPBs foi realizada por meio da imersédo completa do sistema
radicular das mudas, em solugdo comercial de Aprinza® (cuja composi¢do consiste em
células de N. amazonense BR11145 - estirpe CBAMC em concentracdo de 1x108 UFC ml-
1. O manuseio do produto bioldgico foi realizado no inicio da manh4, de modo a garantir
temperatura ambiente amena (<25°C) no momento da inoculagdo, conforme recomendacéo
do fabricante (BASF, 2019). O transplantio das mudas ocorreu imediatamente apds a
inoculagédo do produto, seguindo metodologia empregada por May et al. (2019).

O periodo de avaliagio da competicdo das plantas daninhas sobre o
desenvolvimento das MPBs com e sem inoculacdo compreendeu o total de 90 dias. O
experimento foi conduzido entre 27 de janeiro e 27 de abril de 2024, em casa de vegetacao

ndo climatizada. Durante esse periodo (verdo-outono), a temperatura média foi de
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aproximadamente 23,5 °C e o fotoperiodo médio didrio de 11,6 horas de luz natural,
conforme dados da Estacdo Meteoroldgica da UFSCar (Centro de Ciéncias Agrérias, 2024).

Aos 90 dias ap06s o transplantio as mudas foram avaliadas com relagéo aos seguintes
parametros: altura (cm), a partir da base até a insercdo da primeira folha; area foliar (cm?),
utilizando-se o aparelho Licor-3000C (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE,USA); biomassa
da parte aérea (g), sendo para isto as mudas cortadas rentes ao solo e pesadas posteriormente
em balanca analitica; e biomassa seca da raiz (g) — sendo os vasos desmontados e as raizes
lavadas e secas em estufa com circulacdo de ar 65°C por 48 horas e pesadas.

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), precedida
pelos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Bartlett), e
quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o software estatistico R (versdo 4.5.1; R Core Team, 2025) por
meio da interface RStudio (versdo 2025.05.1+513; Posit Software, PBC).

5.2 Efeito da matocompeticdo na microbiota rizosférica

Aos 90 dias apds o transplantio amostras do solo rizosférico das plantas de cinco
tratamentos do ensaio anteriormente descrito: (1) MPB inoculada com N.amazonense; (2)
MPB sem inoculagdo; (3) MPB inoculada em competicdo com M. aegyptia 40 plantas.m;
(4) MPB inoculada em competigdo com U. decumbens 40 plantas.m™ e (5) MPB inoculada
em competicdo com C. rotundus 40 plantas.m, foram coletadas em tubos Falcon estéreis e
armazenadas em ultrafreezer (-80°C), para posterior avaliacdo da diversidade microbiana
através de andlise metataxondmica, e da avaliacdo da atividade das enzimas B-glicosidase e
arilsulfatase. A densidade de 40 plantas.m?, selecionada dentre os tratamentos em
matocompeticdo, reflete uma densidade meédia de infestacdo observada em canaviais, € é
comumente utilizada em estudos de matocompeticdo (Kuva et al., 2001; Silva et al., 2017;
Schedenffeldt et al., 2022).

5. 2. 1 Analise metataxondmica do solo

As analises metataxondmicas foram realizadas no laboratério de microbiologia do
solo da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP).
Para se avaliar a diversidade taxonémica da microbiota do solo rizosférico das

mudas, foram utilizados métodos de sequenciamento de DNA de fungos e bactérias. O
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método de andlise utilizado foi baseado no sequenciamento de DNA que teve como alvo a
regido 16S rDNA de bactérias e a regido espacadora intergénica ITS de fungos.

O DNA total foi extraido de 0,4 g de cada amostra do solo rizosférico, utilizando
um kit comercial (PowerSoil DNA Isolation, MoBio, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as
instrugGes do fabricante. A integridade do DNA foi verificada usando eletroforese em gel
(1% de agarose), e a quantidade de DNA foi medida usando um fluorimetro Qubit
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

A regido V3-V4 das sequéncias do gene 16S rRNA bacteriano foi amplificada
utilizando os  primers  515f (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e  806r
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT) (Apprill et al., 2015; Parada, Needham e Fuhrman,
2016). Para o sequenciamento da comunidade fangica, a regido do espacador transcrito
interno (ITS) do rRNA foi amplificada usando 0S primers
(CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (Gardes
e Bruns, 1993).

As bibliotecas de amplicons foram criadas seguindo o protocolo padrdo de
preparacdo de bibliotecas de sequenciamento metagenémico Illumina. As condi¢bes da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram: 95°C por 3 min, seguidas por 25 ciclos de
95°C por 20 segundos, 55°C por 10 segundos e 72°C por 20 segundos, com uma extensao
final a 72°C por 5 min. Todas as reagdes (20 pul) foram realizadas com KAPA High-Fidelity
DNA Polymerase com 2 pl de DNA como molde. Todas as amostras foram quantificadas
usando Qubit®, reunidas em quantidades equimolares e executadas na plataforma Illumina
MiSeq com 300 leituras finais de pares de bases.

A base de dados utilizada para a identificacdo taxonémica das sequéncias foi a
SILVA (SILVA rRNA gene database Project; Quast et al., 2013). indices de alfa-diversidade
(Chao, Shannon e Pielou) foram calculados utilizando o programa QIIME (Caporaso et al.,
2010). Para determinar a estruturacdo das comunidades, foram gerados graficos de
abundancia relativa dos grupos presentes nas amostras utilizando o0 mesmo programa. Para
determinar a influéncia da inoculagéo e da matocompeti¢do na composi¢do das comunidades
de bactérias e fungos foram realizadas analises multivariadas utilizando a Analise
multivariada de Variancia Permutacional - PERMANOVA, (fungdo ANOSIM em R,
permutacdes = 999), utilizando os softwares: Statistical Analysis of Metagenomic Profiles

(STAMP) e Paleontological Statistics Software Package (Past), verséo 4.0.
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5. 2. 2 Atividade enziméatica do solo rizosférico

As avaliacGes foram realizadas no laboratério de microbiologia do solo da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP).

A analise da atividade da microbiota rizosférica foi avaliada em relacao a atividade
das enzimas p-glicosidase e arilsulfatase, sendo estas importantes bioindicadoras da
atividade bioldgica e qualidade do solo, por estarem associadas respectivamente ao ciclo de
carbono e do enxofre (Melo et al., 2013; Peres et al., 2004).

Para tal, foram executados os métodos de determinacdo colorimétrica do p-
nitrofenol descritos por Tabatabai et al. (1994) e Dick et al. (1996).

Amostras de 1 g do solo rizosférico foram pesadas e transferidas para tubos de
ensaio estéreis. Na avalia¢do da atividade da enzima B-glicosidase, as amostras receberam 4
mL de solucdo estoque do Tampdao Universal Modificado (MUB) pH 6 e 1 mL de solucao
de p-nitrofenil-B-D-glicosideo (PNG), sendo posteriormente incubadas por 1 hora a 37°C.
Apos o periodo de incubagdo, foram adicionados aos tubos de cada tratamento 1 mL de
CaCl, 0,5 mol L e 4 mL de solugdo de Tris-hidroximetil-aminometano (Tris) pH 12 0,1
mol L. Os tubos de ensaio foram ento agitados em vortex por 5 segundos, € a suspensao
do solo foi entdo filtrada em papel filtro Whatman n°® 2. Apds a filtragem, as amostras foram
lidas em espectrofotdmetro (420 nm).

Na avaliacdo da atividade da enzima arilsulfatase, 4 mL de tampéo de acetato 0,5
mol L e 1 mL de solucéo de p-nitrofenil sulfato de potassio (PNS) 0,05 mol L™ foram
adicionados as amostras de solo rizosférico, que foram posteriormente incubadas por 1 hora
a 37°C. Ap6s o periodo de encubacdo, aos tubos de cada tratamento foram adicionados 1
mL de CaCl, 0,5 mol L™ e 4 mL de NaOH 0,5 mol L. A suspensdo foi entdo filtrada em
papel filtro Whatman n°2 e, posteriormente as amostras foram lidas em espectrofotdmetro
(410 nm).

O calculo da atividade das enzimas p-glicosidase e arilsulfatase (expressa em ug de
p-nitrofenol) foi realizado com base na comparacgéo da leitura dos tratamentos em relacdo a
uma curva-padrdo de diferentes concentragdes de p-nitrofenol (0-5ug mL™?) para cada

enzima (Apéndice - Figuras 8 € 9).
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5.3 Avaliacdo da toxicidade de herbicidas a bactéria N. amazonense
5. 3. 1. Preparo do in6culo

O experimento foi realizado no Laboratdrio 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-
estirpe CBAMC) da Colecdo de Bactérias Diazotrdficas da Embrapa Agrobiologia. As
células da bactéria 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 Sddio. A cultura foi incubada em shaker (30°C, 150
rpm), por 24h até atingir densidade dptica (DO600nm) maior que 0,8, equivalente a

aproximadamente 2x10° UFC mL™,
5. 3. 2 Preparo das solucdes herbicidas

Nove herbicidas pré-emergentes registrados para cana-de-agucar foram avaliados
(Tabela 2). Solucdes estoques dos herbicidas foram preparadas por meio de dilui¢Ges, de
modo que a adi¢do de 1 mL da solucdo ao meio de cultura resultasse na concentracao das
doses desejadas. Antes e ap0s a adicdo dos herbicidas, foi realizada a medicdo do pH do

meio, sendo constatada a manutengao dos valores originais, sem alteragdes significativas.

Tabela 2. Tratamentos herbicidas

Dose
Ingrediente Ativo Produto Comercial gL'iahal gL!p.chat

Testemunha - - -
Clomazone Gamit 720 1440
Imazapic Plateau 200 285
Tebuthiuron Combine 500 SC 800 1600
Indaziflam Alion 75 150
S-metolachlor Dual gold 1680 1750
Metribuzin Sencor 480 1680 3500
Isoxaflutole Provence 750 WG 150 200
Sulfentrazone Boral 500 SC 800 1600
Flumioxazin Flumyzin 500 SC 150 300

*i. a = ingrediente ativo; p.c = produto comercial
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5.3.3 Avaliacéo da concentragdo minima inibitéria (CMI)

O delineamento experimental realizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 9x5+1, sendo nove herbicidas (Tabela 2) testados em cinco doses: 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, com trés
repeticoes.

A metodologia adotada para avaliar a concentracdo minima inibitoria foi baseada
na descrita em trabalho de Procépio et al. (2011).

Deste modo, 1 mL das solugdes-estoque dos herbicidas (preparadas conforme
descricdo anterior) foram misturadas em erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de caldo
nutriente (CN). Para os tratamentos controle, foram aplicados 0s mesmos volumes de agua
destilada estéril. Posteriormente, foi adicionado ao meio 0,1 mL do in6culo microbiano. Em
seguida, os tratamentos foram incubados em shaker (30 + 2° C, 150 rpm) por 48h.

Ap0s o periodo de incubacdo, as células de N. amazonense foram quantificadas por
meio da contagem do namero de unidades formadoras de col6nias (UFC). Para tal, procedeu-
se com a diluicdo seriada em solucao salina (0,85%) até 108, de cada tratamento, realizando-
se, posteriormente, o plaqgueamento por meio do método de espalhamento em superficie.
Deste modo, 100 puL de cada diluicdo (em triplicata) foram espalhados com alca de Drigalski
sobre placas de petri contendo meio de cultura sélido Nutriente Agar. Em seguida as placas
foram incubadas a 30°C por 24h.

A contagem do nimero de UFC mL™ foi obtida por meio da seguinte formula:

Contagem de colonias x Inverso da diluigao

UFC mL? =

Volume plaqueado (mL)

Todos os dados foram inicialmente submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homogeneidade de variancias (Bartlett) para validacdo dos pressupostos da
ANOVA. Uma vez verificadas as condi¢Oes, aplicou-se analise de variancia (teste F)
adotando-se um nivel de significancia de 5% (Apéndice — Tabela 17).

Nos casos em que a ANOVA indicou efeito significativo, procedeu-se com analise
de regressdo para modelar a relacdo dose-resposta. A selecdo do modelo considerou dois
critérios principais: a significancia estatistica dos parametros (teste t para bo, b1, b2 € bs) e 0

coeficiente de determinagdo (R?). Tratamentos que apresentaram 0 padrdo de resposta —
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estimulo em baixas doses e inibicdo em concentracBes elevadas — foram submetidos ao
modelo de Brain-Cousens, com avaliagdo dos parametros b, d, e, e f, para verificacdo da
ocorréncia de possivel efeito hormético (Apéndice - Tabela 18).

As analises foram realizadas por meio do software estatistico R (versdo 4.5.1; R
Core Team, 2025) por meio da interface RStudio (versdo 2025.05.1+513; Posit Software,
PBC).

5.3.4 Avaliacdo da resisténcia de N. amazonense a aplicacdo de herbicidas no

solo

Amostras de 1000 g de solo foram retiradas de uma mata nativa, localizada no
Centro de Ciéncias Agrarias - UFSCar, na profundidade de 0-20 cm, sem aplicagao anterior
de nenhum pesticida. A analise quimica e fisica do solo é apresentada na Tabela 1.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo as células
bacterianas avaliadas na presenca e auséncia de nove tratamentos herbicidas, com quatro
repeticdes. Os herbicidas foram aplicados na dosagem comercial (Tabela 2) e foram
avaliadas duas testemunhas, uma sem uso de qualquer produto quimico ou biolégico e outra
apenas com o uso do inoculante.

As amostras de solo foram destorroadas e peneiradas em malha de 2 mm,
homogeneizadas e posteriormente submetidas ao processo de tindalizacdo, o qual consiste
na esterilizacdo do solo para a eliminacéo de microrganismos edaficos (Basseto et al., 2008).
Deste modo, o solo foi colocado sob pressdo de vapor da autoclave, por 20min, durante trés
dias consecutivos, conforme metodologia descrita por Hungria e Aradjo (1994).

Ao solo esterilizado, foram pulverizadas as solugdes herbicidas nas doses
comerciais (Tabela 2), em volume de calda equivalente a 200 L ha™.

Em seguida foi realizada a inoculacdo microbiana do solo, com a aplicacdo do
indculo em volume de calda equivalente a 150 L ha. Para os tratamentos controle foram
aplicados os mesmos volumes de agua destilada estéril. As amostras de solo foram enté&o
incubadas a temperatura ambiente, por um periodo de 48 horas.

Para quantificacdo das células de N. amazonense, a metodologia empregada foi
baseada na proposta por Videira, Aratjo e Baldani (2007). Apds o periodo de incubacdo,
foram coletados 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 dilui¢do

original a tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina, sendo esse processo repetido ate
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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 semissolido LGI, 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 entdo realizada através da técnica do
namero mais provavel (NMP) utilizando a tabela de McCrady para trés repeti¢fes de cada
diluicdo. O crescimento bacteriano foi detectado através da visualizacdo da formacao de
pelicula superficial caracteristica, em forma de véu, no meio semissolido.

Os resultados obtidos na tabela McCrady (Dobereiner et al., 1995) foram
submetidos a transformacéo logaritmica, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

5.3.5 Avaliacdo da capacidade de producéo de &cido indol-acético (AlA)

Foram avaliados nove herbicidas registrados para cana-de-agucar na dose comercial
(Tabela 2). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 3 repeticdes.

A metodologia utilizada para avaliar a producédo de acido indolacético (AlA) foi
baseada na descrita por Cassetari (2015). Deste modo, 0,1 mL do in6culo bacteriano
(preparado conforme descricdo anterior) foi transferido para erlenmeyers de 125 mL
contendo 50mL de caldo nutriente (CN) acrescidos de 1mg mL™ de triptofano. Ao meio de
cultura foi adicionado 1mL da solucdo-estoque dos herbicidas com as respectivas doses
desejadas. Os frascos foram incubados em shaker (30 £ 2 °C, 150 rpm) por 48h.

Apbs o periodo de incubacdo, uma aliquota de 2 mL de cada tratamento foi
transferida para tubos Falcon que foram entdo centrifugados a 10000 rpm durante 10
minutos. Uma amostra de 1 mL do sobrenadante foi transferida para microtubos, que
receberam a adicdo de 1 mL do reagente de Salkowiski (125 mL de &cido perclorico e 0,675
g de cloreto de ferro dissolvido em 5 mL de agua destilada), sendo posteriormente incubada
no escuro por 30 min.

A concentracdo de AIA foi entdo quantificada por absorbancia em

espectrofotdbmetro a 540nm com base em uma curva padrdo de AIA (Apéndice - Figura 10).
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5.3.6 Avaliacéo da capacidade de fixacao de nitrogénio

Para avaliar o efeito dos herbicidas sobre a capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio in vitro de N. amazonense, a metodologia executada foi baseada na
descrita em trabalho de Ferreira (2021). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 9 tratamentos herbicidas e trés repeticdes (Tabela 1).

Para tal, 0,1 mL do in6culo bacteriano foi adicionado a tubos de ensaio contendo
10 mL de meio de cultura NFB (livre de Nitrogénio). Ao meio de cultura NFB foram
adicionados 1 mL das solucdes-estoque dos herbicidas de cada tratamento. Os tubos de
ensaio foram entdo incubados em estufa BOD (30 + 2 °C) por sete dias.

Para determinacdo do nitrogénio total, o método de digestdo executado foi
o semi-micro Kjeldahl (Galvani e Gaertner, 2006). Desta forma, foram
adicionados a cada tubo de ensaio 0,7 g de mistura de digestdo (100 g de NaSOs; 10 g
de CuS04.5H20; 1 g de selénio em pd) e 1 mL de H202 e 2 mL de H>SOa, nesta ordem.
Os tubos foram aquecidos em bloco digestor por 8h a 100°C, posteriormente a
temperatura foi elevada a 180°C por 2h e depois mantida a 360°C até que a mistura
apresentasse cor verde palha.

Ao atingir a coloragdo desejada, foi realizada a destilagdo da amostra com hidroxido
de sddio (40%). A amonia desprendida na reagdo foi coletada em erlenmeyer contendo 25
mL de solucdo de acido bérico (HsBOs) + indicador de pH (vermelho de metila e verde de
bromocresol), acoplado ao conjunto da destilacéo.

A solucdo final foi entdo titulada com uma solu¢édo padrao de &cido cloridrico (HCI)
até a viragem do indicador, para quantificacdo do nitrogénio total (Nt) em miligramas por

litro de meio, sendo este valor obtido por meio da férmula:

NT = ((Va-Vb) x Fx0,1x 0,014 x 100) /P1
Onde:
NT — Teor de nitrogénio total na amostra (%);
Va — Volume da solucdo de &cido cloridrico gasto na titulacdo da amostra (mL);
Vb — Volume da solucéo de &cido cloridrico gasto na titulagdo do branco (mL);
F — Fator de correcdo para o &cido cloridrico 0,01 mol L;

P1 — Massa da amostra (mL).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Impacto da inoculagdo com Aprinza (N. amazonense) na competitividade

de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar

Em relacdo aos dados obtidos para as MPB em competicdo com a espécie U.
decumbens, ndo foram observadas intera¢Oes significativas entre os fatores inoculacdo x
densidade de plantas para nenhum dos parametros de avaliacdo (p > 0,05). A inoculagéo
influenciou significativamente a altura das MPBs (p=0,0261), enquanto a densidade da
planta daninha afetou a altura (p=0,0113), biomassa aérea (p=0,0074) e area foliar
(p<0,0001), sem interferir na biomassa de raizes (p =0,1604).

N. amazonense promoveu incrementos na altura das MPB, resultando em média
superior a das plantas ndo inoculadas. No entanto, ndo houve efeito estimulante significativo
nas demais variaveis analisadas, haja vista que biomassa aérea (g), area foliar (cm?) e
biomassa seca da raiz (g) apresentaram medias equivalentes, independentemente da

aplicacdo do inoculante (Tabela 3).

Tabela 3. Altura (cm), Biomassa aérea (g), Area foliar (cm?) e Biomassa seca da raiz (g) de MPB de cana-
de-agucar em competicdo com U. decumbens em fun¢do da inoculagdo com Aprinza (N. amazonense).

Biomassa Area Biomassa

Tratamento Altura (cm) ) : )
aérea (g) Foliar (cm?) da raiz (g)

Com Inoculagéo 83,30+11,24 a 154,08 £31,60a 669,16 £ 223,30 a 46,69 + 15,45 a

Sem Inoculagéo 79,55 +8,65b 138,20 £25,52a 571,80 £ 180,56 a 42,75+ 16,26 a

CV (%) 11,24 17,92 22,48 29,80

*QOs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Teste de Tukey nas linhas (letras mindsculas). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia.

No gue tange o efeito do fator densidade (Tabela 4), foi possivel observar que o
aumento do numero de plantas de U. decumbens, impactou negativamente o
desenvolvimento das MPB, tanto em plantas inoculadas como n&o inoculadas. Redugdes na
altura (cm) e biomassa aérea (g) das mudas, foram observadas com a convivéncia de 80
plantas.m. Para a area foliar (cm?), perdas foram visualizadas progressivamente a partir de
40 plantas.m2, com reducdo de mais de 50% da area foliar, em comparagéo ao controle, para
a maior densidade analisada de 80 plantas.m?. Esses resultados corroboram com os

encontrados por Paula et al. (2018), que visualizaram redugdes de até 63% na biomassa seca



43

da cana-de-agucar, quando MPBs conviveram com U. decumbens até os primeiros 90 dias
apos o transplantio.

Tabela 4. Altura (cm), Biomassa aérea (g), Area foliar (cm?) e Biomassa seca da raiz (g) de MPB de cana-

de-agtcar em fungéo da densidade de plantas de U. decumbens.

Densidade de Altura Biomassa Area Biomassa
Plantas (m?) (cm) Aérea (g) Foliar (cm?) da raiz (g)
0 86,00 + 12,86 a 154,65 + 32,80 a 817,99 +£17237a 37,99+1415a
10 90,00+ 7,96 a 160,46 + 29,38 a 726,43 +111,25ab 38,89+ 10,82 a
20 87,38+10,21a 157,53+ 31,14 a 649,71 £+125,90ab 51,82 +22,98 a
40 82,50 + 5,42ab 141,71 + 14,87ab 544,65 +177,44bc 40,87 +11,43a
80 73,75+ 10,57 b 116,34 + 14,30 b 363,62 +87,11¢c 54,07+ 12,10 a
CV (%) 10,48 16,54 20,73 35,82

*Qs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Teste de Tukey nas linhas (letras minudsculas). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia.

Embora a competicdo com U. decumbens tenha demonstrado influenciar de forma
negativa o desenvolvimento aéreo da cana-de-agUcar, reducfes na biomassa do sistema
radicular ndo foram observadas (Tabela 4). Este resultado pode estar relacionado ao fato de
plantas em competicdo poderem adotar estratégias diferenciadas de alocagdo de recursos
durante seu desenvolvimento, o que pode ocasionar alterac6es nas relaces alométricas entre
a parte aérea e o sistema radicular (Reis, 2016). Ademais, no contexto deste estudo, €
importante considerar a diferenca temporal no desenvolvimento das espécies em
competicdo, pois, apesar das caracteristicas agressivas das plantas daninhas, como répida
germinacdo, crescimento acelerado e eficiente captacdo de recursos, a cana-de-acucar foi
transplantada como muda e ja possuia um sistema radicular desenvolvido, o que Ihe conferiu
uma vantagem inicial na ocupacdo do solo, enquanto as plantas daninhas tiveram como
propagulo inicial, sementes (Castro e Garcia, 1996; Oliveira Janior et al., 2011; Rizardi et
al., 2001).

Na presenca de Merremia aegyptia, foi observada interacdo significativa entre
inoculagdo e densidade de plantas para a area foliar das MPBs (p =0,0078). As mudas
inoculadas com N. amazonense apresentaram maior area foliar média em comparacao as néo
inoculadas (Tabela 5). Para os demais parametros avaliados — altura (p = 0,2973), biomassa
aérea (p=0,1215) e biomassa de raizes (p =0,2039) — a interacdo entre os fatores ndo foi

significativa.
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Tabela 5. Altura (cm), Biomassa aérea (g), Area foliar (cm?) e Biomassa seca da raiz (g) de MPB de cana-

de-aclicar em competicdo com M. aegyptia em funcdo da inoculagcdo com Aprinza (N. amazonense).

Biomassa Area Biomassa
aérea (g) Foliar (cm?) da raiz (g)

Com Inoculagéo 80,25+ 15,24 a 138,08 £40,81 a 924,69 +132,03a 40,36+ 13,63 a

Tratamento Altura (cm)

Sem Inoculagéo 76,95+ 9,57 a 132,05+31,42a 711,29 + 146,75 b 42,17+20,26 a

CV (%) 12,36 21,02 21,11 19,41

*QOs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Teste de Tukey nas linhas (letras mindsculas). Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia.

No entanto, ao analisar isoladamente os tratamentos inoculados, foi possivel
observar uma reducdo na area foliar das mudas com o aumento da densidade das plantas
daninhas. Esse efeito da densidade sobre a reducdo da area foliar ndo foi visualizado nas
mudas ndo inoculadas (Tabela 6), 0 que sugere gque a inoculacdo pode ter induzido uma
correlacdo negativa entre 0 aumento da densidade de M. aegyptia e a reducdo da area foliar

da cana-de-agUcar.

Tabela 6. Altura (cm), Biomassa aérea (g), Area foliar (cm?) e Biomassa seca da raiz (g) de MPB de cana-

de-acticar em fungdo da densidade de plantas de Merremia aegyptia.

Dsr::::ge Altura Bi,omassa |:0|ilz:e(im2) Biom_assa
(m?) (cm) Aérea (g) cl S| da raiz (g)
0 86,00+ 12,86 a 154,65+ 32,80 a 924,69 + 132,03 Aa 711,29 £146,75Ba 37,99 £ 14,15 ab
10 82,00+8,25a 145,09 +28,10a 646,63 +121,33 Aabc 555,42 £ 134,74 Aa 29,14+ 11,70 b
20 68,88 +13,72a 118,07+43,48a 440,76 £63,09 Bbc 687,18 + 178,85 Aa 40,56 £ 4,52 ab
40 77,63+1155a 128,48+43,03a 705,28 £ 206,62 Aab 449,89 + 156,08 Ba 41,79+ 14,54 ab
80 78,50+ 12,43a 129,04 + 25,87 a 370,27 £ 91,01 Ac 449,49 £ 76,25 Aa 56,84 £ 24,42 a
CV (%) 15,42 25,70 23,61 38,64

*C.1: Com inoculagdo; S.I: Sem inoculagdo. Os valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Tukey nas
linhas (letras minusculas) e colunas (letras maiusculas). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si, a 5% de significancia.

O aumento da densidade de plantas intensifica o contato e a sobreposi¢éo das raizes
das espécies em competicdo, criando um cenario em que as plantas daninhas podem se
beneficiar dos recursos nutricionais proporcionados pela microbiota associada a cultura.
Além disso, as plantas daninhas podem se associar a esses microrganismos, potencializando

sua capacidade competitiva e, consequentemente, aumentando o grau de interferéncia sobre
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a cultura (Fialho et al., 2016). Um exemplo claro dessa dindmica também foi observado em
um estudo sobre a interferéncia de Bidens pilosa e Eleusine indica na cultura do milho: o
contato entre raizes nao apenas reduziu a colonizagdo micorrizica nas raizes do milho, mas
também aumentou essa colonizacdo nas plantas daninhas, comprometendo o
desenvolvimento da cultura (Fialho, 2013).

Ademais, M. aegyptia possui habito trepador, o que implica que o aumento da
densidade de plantas dessa espécie possa ter reduzido a area foliar da cana-de-agUcar,
também devido a competicéo por luz na parte aérea (Castro e Garcia, 1996; Martins et al.,
2010).

A biomassa seca da raiz (g) foi influenciada pela densidade de plantas (p <0,05).
Contudo, as varia¢Oes observadas podem estar associadas ndo apenas ao volume de raizes
produzidas pela cana-de-agucar, mas também as raizes da planta daninha, considerando que
ambas se desenvolveram no mesmo volume de solo.

Metodologias de avaliagdo da biomassa do sistema radicular de plantas em
competicdo, principalmente em solos argilosos, como o deste estudo (Tabela 1), podem
apresentar limitacdes operacionais. A sobreposic¢do e o entrelagcamento das raizes e pelos
radiculares das espécies concorrentes dificultam sua separacdo manual, o que pode levar a
resultados, que podem ndo expressar com precisdo a realidade (Vasconcelos et al., 2003).

Ndo foram observados efeitos da inoculacdo com N. amazonense sobre a
capacidade competitiva das mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-aclcar em competicdo
com Cyperus rotundus. Os resultados indicaram auséncia de interagéo significativa entre os
fatores inoculacéo e densidade de plantas para todos 0s parametros avaliados (p > 0,05). De
forma isolada, a inoculacdo também ndo exerceu influéncia estatistica sobre a altura,

biomassa aérea, area foliar e biomassa seca das raizes (Tabela 7).

Tabela 7. Altura (cm), Biomassa aérea (g), Area foliar (cm?) e Biomassa seca da raiz (g) de MPB de cana-

de-aclcar em competicdo com Cyperus rotundus em funcéo da inoculagdo com Aprinza (N. amazonense).

Biomassa Area Biomassa
aérea (g) Foliar (cm?) da raiz (g)

Com Inoculagéo 82,056+1159a 143,30+34,64a 685,42 + 188,06 a 62,20+ 26,10 a

Tratamento Altura (cm)

Sem Inoculagéo 76,15+11,14a 130,38+31,17a 590,25 + 159,25 a 53,67 £23,45 a

CV (%) 18,59 36,73 21,03 64,49

* Os valores sao dados como médias e desvios-padrdo. Teste de Tukey nas linhas (letras minudsculas). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia.
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Para o fator densidade de plantas, reducGes na biomassa das MPB foram
visualizadas quando estas competiram com 80 plantas.m? de C. rotundus. No parametro
area foliar, decréscimos significativos puderam ser observados ja a partir do convivio com
40 plantas.m? da espécie. Entretanto, para altura e biomassa seca da raiz, nio foram
observadas diferencas estatisticas em relagdo ao controle (Tabela 8).

Os resultados deste estudo corroboram com os de Giraldeli et al. (2022) que ao
estudar a interferéncia de C. rotundus no desenvolvimento da cana-de-agucar no sistema de
mudas pré-brotadas, verificou que a convivéncia da espécie daninha com a cultura no
periodo critico de prevencdo a interferéncia (PCPI ~ 26-68 dias), pode ocasionar uma

reducdo diaria de até 8% na produtividade da cana.

Tabela 8. Altura (cm), Biomassa aérea (g), Area foliar (cm?) e Biomassa seca da raiz (g) de MPB de cana-

de-aglcar em funcdo da densidade de plantas de Cyperus rotundus.

Densidade de Altura Biomassa Area Biomassa
Plantas (m?) (cm) Aérea (g) Foliar (cm?) daraiz (g)
0 86,00 + 12,86 a 154,65 + 32,80 a 817,99 +17237a 37,99+14,15a
10 77,38+ 7,254 135,46 + 26,75 ab 659,92 +a2 138,01 b 59,79+ 3523 a
20 80,75+ 11,77 a 145,67 + 28,21 a 628,15 +109,94ab 66,24 +31,55a
40 80,13+ 13,71a 140,93 +40,19 ab 585,58 +160,87b  61,33+15,25a
80 71,25+8,61a 107,99 + 22,33 b 497,54 £166,34b  64,33+1342a
CV (%) 12,43 18,56 22,48 36,03

*QOs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Teste de Tukey nas linhas (letras mindsculas). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia.

Embora algumas varidveis, como altura e é&rea foliar, tenham apresentado
incrementos com a inoculagdo microbiana em determinados tratamentos, ndo foi possivel
observar, neste trabalho, a acdo promotora de crescimento da bactéria N. amazonense sobre
as mudas de cana-de-aglicar da variedade RB966928 inoculadas com Aprinza®.
Consequentemente, ndo foram registradas alteracdes significativas na capacidade
competitiva da cultura frente as espécies daninhas estudadas.

Essa auséncia de resposta a inoculacdo ndo é um resultado isolado. Estudos
anteriores, ja relataram a ineficacia da inoculagdo com N. amazonense no desenvolvimento
inicial da cana-de-agucar cultivada no sistema MPB, com mudas inoculadas néo diferindo
estatisticamente dos tratamentos controle (Pereira e Magri, 2021).

A falta de resposta positiva a inoculagéo também foi observada com outras bactérias

proximas filogeneticamente a N. amazonense. Em um estudo com Azospirillum brasilense,
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a inoculacéo antes do transplantio resultou em redugdo da biomassa seca da parte aérea e das
raizes das MPBs avaliadas ap0s 60 dias (Gongalves et al., 2020). J& em um ensaio com milho
em competicdo com Ipomoea nil e Cyperus rotundus, verificou-se que a inoculagdo com A.
brasilense ndo favoreceu o crescimento inicial da cultura, que inclusive sofreu maior
prejuizo competitivo em comparacao as plantas ndo inoculadas (Matos et al., 2024).

A variabilidade nas respostas entre diferentes variedades e condi¢gbes ambientais,
somada a inconsisténcia na eficiéncia da colonizacdo microbiana, representam barreiras a
adocdo massiva de inoculantes na cana-de-acgucar (Li, 2024). Essa baixa eficiéncia pode ser
atribuida a fatores associados ao microrganismo, ao ambiente, a cultura e as suas interagdes
(Lopes et al., 2021).

Apesar da estirpe CBAMC de N. amazonense presente no inoculante Aprinza® ser
descrita como uma espécie que se destaca por sua adaptabilidade, e capacidade de fixar
nitrogénio e produzir fitorménios em condigdes de solos acidos (Paiva et al., 2016; Reis
Junior et al., 2006), comuns a maioria dos solos brasileiros, como o utilizado neste
experimento, é possivel que a espécie tenha encontrado obstaculos para adaptacdo ao novo
ambiente para seu crescimento e estabelecimento.

O solo representa um ambiente hostil a introducGes microbianas, visto que as
células estdo sujeitas a uma série de condicbes bidticas (competicdo por espaco bioldgico
entre a espécie introduzida e a populacdo microbiana indigena) e abidticas (pH, temperatura,
teor de umidade e disponibilidade de nutrientes) flutuantes e adversas, que podem interferir
na capacidade do microrganismo de sobreviver e permanecer ativo (Van et al., 1997).

Essa complexidade ecoa em resultados praticos: estudos com misturas de bactérias
diazotroficas (incluindo N. amazonense) demonstraram como a resposta vegetal depende
criticamente da triade genotipo-espécie bacteriana-ambiente: em solos com baixa a média
fertilidade, essas interacfes foram capazes de gerar desde incrementos até reducbes no
rendimento de colmos, conforme a combinacao especifica adotada (Oliveira et al., 2006).

Contudo, cabe ressaltar que, especificamente neste experimento, a cana-de-agtcar
foi cultivada em casa de vegetacdo, sendo dadas as condi¢des necessarias para seu pleno
desenvolvimento, e ndo apresentou quaisquer sintomas de estresse hidrico ou nutricional.

Ademais, 0 estagio vegetativo da cultura, o substrato e 0 metodo de inoculagédo sdo
fatores que podem influenciar a eficiéncia da colonizacdo e sobrevivéncia microbiana
(Matoso et al., 2021).
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O efeito de promog&o de crescimento da bactéria N. amazonense na cultura da cana-
de-agUcar tem sido evidenciado na literatura, predominantemente em cenarios onde a cultura
é propagada convencionalmente por meio da inoculacdo dos toletes (EMBRAPA, 2018; De
Santis et al., 2020; Reis et al., 2020; Mascarenhas, 2021), entretanto, poucos estudos
abordaram a eficiéncia da inoculagcdo microbiana em MPB, cujo sistema radicular ja esta
desenvolvido.

Mudancas no metabolismo vegetal, na composi¢cdo dos exsudatos das raizes e no
ambiente da rizosfera variam com a idade da planta e seu genotipo, e sdo determinantes para
a colonizagdo microbiana e o sucesso na promocgao do crescimento (Lopes et al., 2021).
Estudos recentes indicaram que a inoculagdo por imersao de toletes de cana-de-agUcar parece
favorecer uma colonizacdo mais eficiente de N. amazonense em comparacdo a inoculacéo
via substrato ou aplicacdo foliar (Schwab et al., 2023).

Contudo, ainda que a promogéo de crescimento possa nao ser evidente nas fases
iniciais, os efeitos benéficos da inoculacdo microbiana podem se manifestar em estagios
mais avancados, e refletir em ganhos significativos na produtividade final de colmos da cana,
pois é necessario um periodo de adaptacao e estabelecimento da relacdo planta-bactéria para
que tais efeitos sejam plenamente observados (Ferreira e Magri, 2021).

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a necessidade de estudos
adicionais acerca da elucidacdo dos fatores que influenciam a eficiéncia da inoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento na cultura da cana-de-agUcar, especialmente no sistema
MPB. Apesar do potencial dessas tecnologias para aumentar a produtividade da cana de
forma sustentavel, pode-se concluir neste experimento que sob as condi¢cdes avaliadas, a
inoculacdo com N. amazonense ndo resultou em melhorias no crescimento inicial de MPB
de cana-de-acUcar, nem na sua capacidade competitiva frente as espécies daninhas

estudadas.
6.2 Estrutura da comunidade microbiana do solo rizosférico

A andlise dos componentes principais (PCA) da comunidade microbiana do solo
rizosférico de MPBs de cana-de-agucar sob diferentes tratamentos é apresentada na figura 1.
Os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) explicam 59,9% e 72,8% da
variancia total dos dados da comunidade fungica e bacteriana, respectivamente.

Na analise da estrutura da comunidade fangica (Figura 1.a), é possivel observar

uma distribuicdo relativamente dispersa dos tratamentos, com pouca evidéncia de
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agrupamentos claros. Os tratamentos ClI (MPB inoculadas com N. amazonense) e CN (MPB
n&o inoculadas) apresentaram sobreposicao, indicando que a inoculacdo ndo gerou alteractes
marcantes na estruturacdo da comunidade fingica. Os tratamentos associados a
matocompeticdo das espécies C. rotundus (CRI), U. decumbens (UDI) e M. aegyptia (MAI)
também ndo apresentam uma separacao clara no espa¢o PCA, demonstrando que as espécies
daninhas exerceram pouca influéncia na composicao destas comunidades. De acordo com a
analise de semelhanca ANOSIM, ndo foram encontradas diferencas entre os tratamentos
(R=0,04; p > 0,05).

Ao analisar a estrutura da comunidade bacteriana (Figura 1.b) foi possivel observar
uma tendéncia de separacdo no espaco PCA, mas também com presenca de sobreposi¢des
entre os pontos. O tratamento CI (MPB inoculada com N. amazonense) apresentou uma
posicdo direcionada distinta no eixo PC1 em relacdo aos demais, enquanto CN (MPB nao
inoculada) e os tratamentos relacionados a matocompeticdo (CRI, UDI e MAI) apresentam
maior dispersdo e sobreposicdo, indicando alteragfes sutis na composicdo bacteriana.
Entretanto, as variagdes visuais entre os tratamentos, de acordo com a anéalise de semelhanca

ANOSIM (R=0,33; p > 0,05), ndo puderam ser consideradas significativas.
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Figura 1. Analise de componentes principais (PCA) da comunidade (a) fungica e (b) bacteriana do solo rizosférico de MPB de cana-de-agucar inoculadas com N. amazonense e em competi¢do

com plantas daninhas. *CI (MPB inoculada com N. amazonense); CN (MPB nédo-inoculada); CRI (MPB inoculada em competi¢cdo com C. rotundus); UDI (MPB inoculada em competi¢cdo com

U. decumbens); MAI (MPB inoculada em competicdo com M. aegyptia). *R global>0,75: grupos bem separados; R global>0,5: grupos com sobreposicdo, mas claramente diferenciados; R

global<0,25: grupos ndo bem separados
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Contudo, a partir da interpretacdo dos valores estatisticos de R do teste de
pareamento da andlise de similaridade (Tabela 9), foi possivel observar que o tratamento
CRI (MPB inoculadas em competicdo com C. rotundus), se destacou entre as demais
espécies daninhas, apresentando valores de R para similaridade entre os tratamentos de MPB
sem matocompeticdo (Cl e CN), equivalentes a 0,7407 e 0,5556 respectivamente, indicando
que a estrutura da comunidade bacteriana deste grupo se apresentou como claramente

diferenciada, embora houvesse sobreposicdes.

Tabela 9. Valores estatisticos de R do teste de pareamento de andlise de similaridade (ANOSIM) da estrutura
da comunidade bacteriana e fngica do solo rizosférico de MPB de cana-de-agUcar inoculadas com N.

amazonense, em competi¢do com plantas daninhas.

Valores de R
Cé’;gfe’;'igﬁge CRI MAI o CN uDI
CRI - 0,5185 0,7407 0,5556 0,4815
MAI 0,5185 - 0,2593 -0,07407 0,4815
Cl 0,7407 0,2593 - 0,2593 0,2593
CN 0,5556 -0,07407 0,2503 - 0,3333
uDI 0,4815 0,4815 0,2593 0,3333 -
Cogl‘;r‘]g'ig:de CRI MAI cl CN uDI
CRI - -0,2222 0,1481 0,2593 01111
MAI -0,2222 - -0,1481 0,07407 -0,1852
ClI 0,1481 -0,1481 - 0,1852 0,03704
CN 0,2593 0,07407 0,1852 - 0,03704
uDlI 0,1111 -0,1852 0,03704 0,03704 -

*CI (MPB inoculada com N. amazonense); CN (MPB néo-inoculada); CRI (MPB inoculada em competicéo
com C. rotundus); UDI (MPB inoculada em competicdo com U. decumbens); MAI (MPB inoculada em
competicdo com M. aegyptia). *R>0,75: grupos bem separados; R>0,5: grupos com sobreposi¢cdo, mas

claramente diferenciados; R<0,25: grupos nao bem separados.

A espécie C. rotundus é amplamente reconhecida por sua capacidade de formar
sistemas subterraneos reprodutivos complexos, com rizomas e tubérculos que acumulam e
liberam no ambiente metabolitos secundarios, principalmente &cidos organicos e
inorganicos, que sdo capazes de modificar a composicdo e estrutura da comunidade
microbiana do solo, influenciando as interagcdes ecoldgicas (Andrade et al., 2009).

Corroborando com este estudo, resultados semelhantes foram observados em
pesquisas que investigaram a matocompeticdo de C. rotundus na cultura do milho, nas quais

foram identificadas alteragcdes na microbiota do solo, com maior abundancia de
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microrganismos promotores de crescimento na rizosfera da planta daninha, em comparacéao
a microbiota associada a cultura. (Liu et al., 2022). Esses achados evidenciam a capacidade
de C. rotundus em moldar o microbioma do solo de maneira favoravel ao seu proprio
desenvolvimento.

As Figuras 2a e 2b apresentam a abundancia relativa percentual dos 20 géneros
fangicos e bacterianos, mais abundantes do solo rizosférico das MPB. Na composi¢do da
comunidade fungica, os géneros dominantes incluem Fusarium, Chaetomium, Talaromyces,
Pseudothielavia, Sistotrema, Aspergillus e Trichoderma, e representam uma fracao
significativa da composicdo fungica em todos os tratamentos. AlteracGes na abundancia
relativa dos géneros nao foram visualizadas, apresentando todos os tratamentos composi¢ao
fangica estatisticamente similar.

Estes géneros fungicos tém sido comumente encontrados e isolados da rizosfera e
de diferentes partes da cana-de-acucar (Martins et al., 2009; Mehnaz, 2013; Ramos et al.,
2018). Fusarium consiste em um dos géneros de fungos fitopatogénicos mais importantes
do mundo, e sua presenca é comum em solos de regides tropicais (Ventura, 1999). Os fungos
pertencentes aos géneros Trichoderma e Aspergillus tém sido relatados como agentes de
promocdo de crescimento vegetal, seja pela producdo de hormonios como auxinas, pela
solubilizacdo de nutrientes no solo, ou por terem acdo na inducdo de resisténcia sistémica a
patdgenos (Khuna et al., 2023; Scudeletti et al., 2022). Chaetomium, Pseudothielavia,
Sistotrema e Talaromyces consistem em géneros atuantes nos ciclos biogeoquimicos,
decompositores de matéria organica, tendo importante papel na liberacdo de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento vegetal (Martins et al., 2009; Ramos et al., 2018).

Na composicdo da comunidade bacteriana os géneros predominantes incluem
Rhodoplanes, Conexibacter, Bacillus, Anaeromyxobacter e Streptomyces, que também
representaram uma parcela expressiva da composicdo bacteriana, e se apresentaram em uma
distribuicdo uniforme e semelhante em todos os tratamentos, ndo sendo observadas
diferengas estatisticamente significativas.

As espécies bacterianas pertencentes a esses géneros sdo relatadas como benéficas
por promoverem a decomposi¢do de matéria orgénica, liberando nutrientes essenciais e
melhorando a saude do solo, e também tém sido frequentemente encontradas associadas a
rizosfera da cana-de-acucar (Costa, 2021; Malviya et al., 2022; Zhaoniano et al., 2023). O

género Bacillus se destaca funcionalmente por incluir espécies conhecidas por sua
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capacidade de fornecer nitrogénio, fosforo, ferro e produzir hormdénios como auxinas,
citocininas, giberelinas e etileno (Silva et al., 2024).

Para ambas as comunidades, fungica e bacteriana, a presenca de taxons em menor
abundancia, representados pelo grupo “Outros”, representou 41,2% e 70,1%
respectivamente, correspondendo a uma parcela significativa do total, demonstrando

expressiva diversidade do microbioma.
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Figura 2. Abundancia relativa percentual dos 20 géneros mais abundantes do solo rizosférico de MPB de cana-de-agUcar inoculadas com N. amazonense, em competi¢do com plantas daninhas.
a) comunidade fangica; b) comunidade bactéria. *CI (MPB inoculada com N. amazonense); CN (MPB ndo-inoculada); CRI (MPB inoculada em competicdo com C. rotundus); UDI (MPB
inoculada em competicdo com U. decumbens); MAI (MPB inoculada em competicdo com M. aegyptia). Pelo teste de similaridade ANOSIM, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos a 5% de significancia.
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A similaridade entre a estrutura das comunidades microbianas entre os tratamentos
foi confirmada pela andlise dos indices de riqueza (Chao), diversidade (Shannon) e

uniformidade (Pielou), que também nao diferiram estatisticamente (Tabela 10).

Tabela 10. Indicies de riqueza, diversidade e uniformidade bacteriana e fungica, de solo rizosférico de MPB

de cana-de-agucar inoculadas com N. amazonense, em competi¢do com plantas daninhas.

Riqueza Diversidade Uniformidade
Comunidade bacteriana Chao Shannon (H") Pielou (J%)

Cl 2.600,44 + 371,88 a 10,24+ 0,19 a 0,91+0,00a

CN 2.360,09 £ 56,85 a 10,21 +0,02 a 0,92+0,00 a

uDI 2.614,32 + 73,76 a 10,23+ 0,03 a 0,91+0,00a

CRI 242345+ 46,78 a 10,19+0,04 a 091+0,01a

MAI 2.199,08 £ 425,19 a 10,07 +0,19a 091+0,01a
Comunidade fangica Chao Shannon (H") Pielou (J")

Ci 901,09 + 76,60 a 7,11+0,78 a 0,72+0,08 a

CN 1.027,43 + 80,60 a 7,22+0,15a 0,72+0,01a

uDI 876,27 £ 261,64 a 6,89+0,84a 0,70+0,06 a

CRI 1.016,97 £ 90,45 a 7,29+0,43a 0,73+£0,04 a

MAI 1.008,11 + 136,37 a 725+041a 0,73+0,03a

*QOs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Médias com letras iguais dentro da mesma coluna nao
diferem significativamente de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p>0,05). *Cl (MPB inoculada com N.
amazonense); CN (MPB néo-inoculada); CRI (MPB inoculada em competi¢do com C. rotundus); UDI (MPB

inoculada em competi¢cdo com U. decumbens); MAI (MPB inoculada em competicdo com M. aegyptia).

N&o foram visualizadas, neste trabalho, alteragdes significativas na comunidade
bacteriana e fungica da rizosfera de MPB com a inoculacdo de N. amazonense a partir do
produto comercial Aprinza®. Contudo, a compreensdo dos fatores relacionados as condicoes
de estabelecimento, resposta da microbiota nativa e sucessao das comunidades auxiliam na
elucidacdo e avaliacdo da eficacia e dos impactos da inoculagéo.

O sucesso do estabelecimento de uma espécie microbiana exdégena em um novo
ambiente depende de sua capacidade de superar barreiras e interagir com 0S recursos e a
microbiota nativa. Os fatores relacionados a comunidade indigena, como sua diversidade,
interacOes e caracteristicas especificas, influenciam a suscetibilidade e o estabelecimento das
espécies introduzidas (Tao et al., 2018; Rodriguez et al., 2020).
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A comunidade microbiana do solo geralmente apresenta resisténcia e/ou resiliéncia
a introducdo de microrganismos exdgenos, retornando ao seu estado original. A resisténcia
refere-se a capacidade da comunidade de permanecer insensivel a uma perturbacdo,
enquanto a resiliéncia é a habilidade de recuperar sua composicdo original apds ser
impactada. Dessa forma, a eficiéncia da inoculagdo pode variar significativamente,
dependendo da estabilidade da microbiota nativa (Alisson e Martiny, 2008).

Nos resultados da analise metataxondmica da rizosfera das MPB foi possivel
observar alta diversidade bacteriana e fangica, com microbiomas centrais compostos por
géneros que ocupavam espacos funcionais bem estabelecidos, caracterizando um cenério de
um microbioma resiliente e resistente a introducdes exdgenas, o que pode ter limitado a
introducdo e o estabelecimento de N. amazonense. E, embora a inoculacdo tenha sido
realizada em alta abundéncia de células, a introducéo da espécie em linhagem Unica pode ter
sido suprimida pela competicdo com a diversidade da microbiota nativa.

O uso de consércios de bactérias promotoras de crescimento, por vezes, pode
demonstrar maior eficiéncia para promover o crescimento das plantas quando comparado a
linhagens Unicas (Araujo et al., 2013). Isso ocorre pois consorcios podem amplificar as
funcdes de diferentes mecanismos de promocdo do crescimento, além de aumentar a
capacidade de competi¢cdo por nichos ecoldgicos do solo e da planta.

Contudo, é possivel que a inoculacdo de N. amazonense possa ter induzido
mudancas transitérias na microbiota do solo e proporcionado beneficios pontuais as MPB,
apesar de ndo terem sido vistas alteracdes na estrutura das comunidades microbianas. Isto
pode ter ocorrido, pois por periodos mais longos como 90 dias, a comunidade microbiana
nativa, caracterizada por sua resiliéncia, tende a restabelecer sua estrutura original,
minimizando os impactos da introducdo, como observado na analise metataxonémica.

Essa hipotese é sustentada por estudos que demonstraram que a introducdo de
microrganismos promotores de crescimento ou associados a residuos organicos ndo
necessariamente provocam alteracGes duradouras na estrutura da microbiota do solo. Foi
observado que, embora essas introdugdes possam inicialmente promover modificacdes na
comunidade microbiana e até mesmo melhorar caracteristicas do crescimento vegetal, 0s
efeitos tendem a ser temporarios, com a comunidade nativa se restabelecendo rapidamente
e 0s microrganismos exogenos desaparecendo apés alguns dias (Lourenco et al., 2018;
Chaudhary et al., 2020).
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Apesar de ser conhecido que a presenca de plantas daninhas pode gerar alteragoes
na comunidade microbiana do solo e sua associa¢do a fungos e bactérias pode alterar as
relacGes competitivas frente a culturas agricolas (Daisog et al., 2012), ndo foram visualizadas
neste trabalho alteracdes estruturais na composicao microbiana da rizosfera das MPB com a
presenca das espécies C. rotundus, M. aegyptia e U. decumbens, ndo sendo observadas
diferencas significativas para nenhum dos tratamentos. Pesquisas anteriores que analisaram
o0s impactos de plantas daninhas sobre comunidades microbianas relataram que mudancas
significativas ocorrem principalmente na estrutura das comunidades fungicas do solo,
enquanto as alteragBes na comunidade bacteriana tendem a se restringir a rizosfera das
proprias plantas daninhas, sem se estender ao solo como um todo (Corneo et al., 2013). Dessa
forma, é possivel que um padrdo semelhante tenha ocorrido neste estudo, com eventuais
alteracdes microbianas limitadas as zonas radiculares das plantas daninhas, ndo sendo
detectaveis nas analises realizadas.

E embora ndo tenha se apresentado entre os mais abundantes nem tenha
demonstrado diferenca significativa entre os tratamentos, tdxons pertencentes ao género
Nitrospirillum (classificados como Azospirillum na base utilizada), foram identificados
exclusivamente nos tratamentos CN (MPB inoculadas) e UDI (MPB inoculadas em
competicdo com U. decumbens), se apresentando em abundancia relativa média de 0.0607%
e 0.0044% respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11. Abundancia relativa (%) do género Azospirillum no solo rizosférico de MPB de cana-de-agUcar

inoculadas com N. amazonense, em competi¢do com plantas daninhas.

Tratamentos Abundancia Relativa (%)
CN (MPB néo inoculada) 0,0000 a
CI (MPB inoculada com N. amazonense) 0,0607 a
CRI (MPB inoculada em competi¢do com C. rotundus) 0,0000 a
MAI (MPB inoculada em competicdo com M. aegyptia) 0,0000 a
UDI (MPB inoculada em competi¢cdo com U. decumbens) 0,0044 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Kruskal-Wallis a
5% de significancia.

A espécie N. amazonense tem sido frequentemente isolada em associagdo com
gramineas forrageiras, especialmente do género Urochloa, nas quais se observa alta

incidéncia e densidade populacional. Evidéncias anteriores apontam sua ocorréncia em
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espécies como U. brizantha, U. decumbens e U. humidicola, o que indica uma
compatibilidade natural entre a bactéria e essas plantas (Reis Junior et al., 2004).

A associacdo de N. amazonense com gramineas como U. decumbens pode criar uma
vantagem competitiva para a planta daninha, potencialmente ampliando seu impacto
negativo na cana-de-agucar. Isso ressalta a necessidade de cautela no manejo do inoculante
em &reas com alta infestacdo destas daninhas, para se evitar que os beneficios esperados para
a cultura sejam transferidos indevidamente as espécies competidoras, agravando a
matocompeticao.

A reestruturacdo de um microbioma envolve a exsudacdo de compostos pelas
plantas, que podem servir como substrato para o crescimento microbiano, facilitando a
colonizacdo das raizes (Rolf et al., 2019). Dessa forma, apesar da auséncia de diferenca
estatistica, os resultados aqui encontrados sugerem que o estabelecimento de N. amazonense,
embora em baixa abundéancia relativa, tenha sido mais eficiente no ambiente rizosférico da
cana-de-acucar e de U. decumbens, onde a estirpe bacteriana tem sido comumente
encontrada, sendo provavelmente este maior sucesso relacionado a um ambiente favoravel
criado pela liberacdo de exsudatos radiculares por estas espécies que naturalmente se

associam a N. amazonense.

6. 3 Atividade enzimética do solo rizosférico

Acerca da avaliacdo da atividade enzimatica do solo rizosférico, os resultados
encontrados indicaram que tanto a inoculacdo de N. amazonense quanto a presenca das
plantas daninhas C. rotundus, M. aegyptia e U. decumbens n&o afetaram a atividade das
enzimas [-glicosidase e arilsulfatase, visto que ndo foram visualizadas diferencas

significativas para nenhum dos tratamentos analisados (Tabela 12).

Tabela 12. Atividade enzimatica do solo rizosférico de mudas pré-brotadas de cana-de-aglcar inoculadas

com Aprinza (N. amazonense) em competi¢do com plantas daninhas.

Tratamento B-glicosidase Arilsulfatase
MPB sem Inoculagéo 27,41 +17,69a 52,53 +23,26 a
MPB com Inoculante 32,12+ 1,86 a 43,85+252a
MPB com inoculacéo + C. rotundus 32,83+349a 62,03+ 5,94 a
MPB com inoculagdo + M. aegyptia 34,87+ 4,74 a 60,51+ 5,55 a
MPB com inoculagdo + U. decumbens 2959+ 7,15a 49,89+ 10,74 a
CV (%) 28,60 22,46

*Qs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Os resultados das analises enzimaticas corroboram os encontrados no metagendma
predito das amostras, que demonstraram auséncia de diferenca significativa entre o0s
tratamentos quanto a abundancia relativa de genes associados a enzimas relacionadas ao

ciclo do nitrogénio (N), fésforo (P), carbono (C) e enxofre (S) do solo (Figura 3).
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Figura 3. Abundancia relativa de enzimas preditas, relacionados ao ciclo do a) Nitrogénio, b) Fosforo, ¢) Carbono e d) Enxofre, do solo rizosférico de MPB de cana-de-agUcar inoculadas com
N. amazonense, em competi¢cdo com plantas daninhas. *Cl (MPB inoculada com N. amazonense); CN (MPB néo-inoculada); CRI (MPB inoculada em competi¢do com C. rotundus); UDI (MPB

inoculada em competicdo com U. decumbens); MAI (MPB inoculada em competicdo com M. aegyptia). Pelo teste de similaridade ANOSIM néo foram observadas diferencas significativas entre

0s tratamentos a 5% de significancia.
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As enzimas relacionadas ao ciclo do N desempenham papéis essenciais na
conversdo de formas nitrogenadas em compostos disponiveis para as plantas. Entre estas
destaca-se a nitrogenase, enzima produzida por bactérias diazotréficas como N. amazonense,
sendo responsavel pela conversdo do nitrogénio atmosférico em amonia (Berges e
Mulholland, 2008). No ciclo do P, as fosfatases desempenham um papel chave na
mineralizacdo do fésforo organico, deixando-o disponivel & absor¢éo (Almeida et al., 2015).
No ciclo do C, a B-glicosidase atua facilitando a liberacdo de carbono ao degradar
polissacarideos, como a celulose (Inamdar et al., 2022). No ciclo do S, a arilsulfatase
converte compostos organicos de enxofre em formas inorganicas assimilaveis, como o
sulfato (Yu et al., 2023). Contudo, embora desempenhem papéis cruciais na dinamica dos
ciclos dos elementos no solo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os
tratamentos quanto a abundancia relativa de genes relacionados a essas enzimas.

Os microrganismos sdo responsaveis pela decomposicdo da matéria organica e
liberacdo de nutrientes a formas disponiveis a assimilacdo. Neste processo, as enzimas sao
as mediadoras do catabolismo bioldgico dos componentes organicos e minerais do solo.
Desta forma, a avaliacdo da atividade enzimatica é utilizada como indicadora da qualidade
do solo, devido a sensibilidade para prever informacdes sobre mudancas nas funcbes-chave
do solo (Araujo e Monteiro, 2007).

Embora as enzimas possam ser originadas de microrganismos, vegetais ou animais,
a microbiota constitui a maior fonte de enzimas do solo e de uma maneira geral, a atividade
de enzimas é comumente mais elevada no ambiente da rizosfera do que no solo adjacente,
devido a exsudacdo radicular das plantas que favorecem o crescimento e atividade dos
microrganismos nesta regido (Melo et al., 1988).

As alteracdes nas atividades enzimaticas do solo ocorrem quando ha presenca de
condicdes de estresse, mudancas significativas no substrato do ambiente e na composicéo
estrutural da microbiota (Burns et al., 2013).

Deste modo, a auséncia de efeitos significativos nas analises enzimaticas neste
trabalho indica que a inoculacdo de N. amazonense e a presenca das plantas daninhas C.
rotundus, M. aegyptia e U. decumbens ndo foram capazes de ocasionar mudancas
significativas no ambiente e na estrutura do microbioma, néo alterando consequentemente a
funcionalidade enzimatica do solo rizosférico das MPB.

Os resultados deste estudo corroboram os encontrados por Fialho (2013), que ao

avaliar a atividade enzimética do solo rizosférico do milho submetido a competicdo com U.
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decumbens também ndo observou diferencas significativas entre a atividade enzimatica da
rizosfera da cultura em monocultivo e a rizosfera do milho em competi¢do com a daninha.

Entretanto, divergindo dos resultados encontrados neste trabalho, experimentos
com a inoculacdo prévia de A. brasilense em gramineas de cobertura visualizaram aumentos
significativos na atividade de enzimas como B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase
(Freitas et al., 2022).

Pode-se concluir neste experimento que a inoculacdo com N. amazonense e a
matocompeticdo das espécies daninhas U. decumbens, M. aegyptia e C. rotundus néo alterou
significativamente a estrutura da comunidade bacteriana e fangica, nem alterou a atividade
enzimatica do solo rizosférico das MPB de cana-de-agucar. Os resultados evidenciam a
importancia de uma melhor compreensdo das interaces entre microrganismos e plantas,
uma vez que o conhecimento dessas dinamicas € crucial para otimizar o uso da inoculacao
microbiana, maximizar os beneficios desta tecnologia e melhorar a gestdo integrada da

cultura.
6.4 Toxicidade de herbicidas a bactéria N. amazonense

Os resultados acerca do crescimento de N. amazonense em meio contendo
diferentes herbicidas s&o apresentados na Figura 4. Respostas diferenciais no crescimento
da espécie bacteriana foram observadas para as diferentes moléculas analisadas.

O herbicida clomazone (inibidor da sintese de carotenoides; Kruse et al., 2001)
demonstrou efeito toxico sobre N. amazonense, com reducdo significativa no crescimento
bacteriano a partir da menor dose testada (1/4 DC) (Figura 4a). A andlise de regressao
polinomial (Apéndice - Tabela 18) indicou que o modelo quadréatico descreveu de forma
robusta o padréo de resposta observado (Rz = 0,90), caracterizado por decréscimo continuo
no numero de UFC mL™! até 1,5 DC, e subsequente estabilizacdo do efeito inibitorio na
presenca do dobro da dose (2 DC).

Para imazapic (inibidor da acetolactato sintase; Marchi et al., 2008), a analise
revelou uma correlagdo linear negativa entre dose e crescimento bacteriano (R? = 0,91),
evidenciando que o aumento da dose do herbicida provocou reducdo continua no niumero de
UFC mL! (Figura 4b).

No caso de isoxaflutole (inibidor da hidroxifenilpiruvato dioxigenase; Takacs et al.,
2024), o melhor ajuste ao padrdo de resposta observado foi apresentado pelo modelo

polinomial cubico (R2 = 0,84). Verificou-se um estimulo do crescimento bacteriano em
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baixas doses (1/4 DC a 1/2 DC), seguido por uma reducdo progressiva em doses elevadas
(1,5a 2 DC) (Figura 4c). O modelo Brain-Cousens foi aplicado para avaliar a ocorréncia de
hormese; contudo, embora o padréo visual sugerisse tal efeito, os parametros estimados nao
atingiram significancia estatistica (R?2 = 0,72; e, p = 0,299; f, p = 0,306; Apéndice - Tabela
18).

Indaziflam (inibidor da sintese de celulose), metribuzin (inibidor do fotossistema
I1), S-metolachlor (inibidor de &cidos graxos de cadeia muito longa), sulfentrazone e
flumioxazin (inibidores da protoporfirinogénio oxidase) (Zemolin et al., 2014; Silva Janior
et al., 2015; Sebastian et al., 2017; Gehrke et al., 2020; Iwashita et al., 2022), demonstraram
estimular o crescimento bacteriano, atuando como fonte adicional de nutrientes e energia
para a espécie N. amazonense. Na presenca destes herbicidas o crescimento celular foi
superior ao do tratamento controle, sendo observadas correlagdes positivas entre 0 aumento
da dose e 0 nimero de UFC mL™ (Figura 4d-h).

Modelos polinomiais quadraticos (Apéndice - Tabela 18) indicaram que
flumioxazin (R2 = 0,82), metribuzin (R2 = 0,92), sulfentrazone (R? = 0,92) e S-metolachlor
(R2 = 0,51) promoveram estimulacdo continua do crescimento bacteriano até 1,5 vezes a
dose comercial (1,5 DC), momento em que se observou o maximo de UFC mL™. Para o
indaziflam, o modelo cubico apresentou o melhor ajuste (R? = 0,88), evidenciando que o
efeito estimulante sobre o crescimento se estendeu ainda mais, até 2 DC.

Né&o foram visualizadas quaisquer interferéncias da adicéo do herbicida tebuthiuron
(inibidor do fotossistema Il; Silva et al., 2013) sobre o crescimento bacteriano da estirpe
analisada de N. amazonense, visto que todas as doses testadas apresentaram valores de UFC
mL* semelhantes ao tratamento controle (Tabela 13).

Tabela 13. Log10 de UFC/mL de N. amazonense em meio contendo diferentes doses do herbicida
tebuthiuron.

Dose Comercial Logl0 da UFC mL!
0 9,23+0,03 a
0,25 9,19+0,05a
0,50 9,22+0,21a
1 9,14+0,11a
15 9,23+0,18a
2 9,20+ 0,04 a
CV (%) 1,35

*Qs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
a 5% de significancia.
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Figura 4. Log10 de UFC mL* de N. amazonense em meio de cultura contendo diferentes herbicidas.
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No tocante a avaliacdo da toxicidade dos herbicidas quando aplicados ao solo
(Tabela 14), foi possivel observar que apenas isoxaflutole ocasionou reducéo significativa

no nimero mais provavel (NMP) de células de N. amazonense.

Tabela 14. Log10 do nimero mais provavel de UFC.g* de solo de N. amazonense

Tratamento UFC.g* de solo
Controle (Somente In6culo) 7,15a
S-metolachlor 7,15a
Metribuzin 7,15a
Flumioxazin 7,15a
Sulfentrazone 7,15a
Indaziflam 7,15a
Tebuthiuron 7,15a
Imazapic 5,89 ab
Clomazone 5,54 ab
Isoxaflutole 4,17b
Controle (Branco) 153¢

CV (%) 14,53

*Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os resultados observados para esta molécula complementam os visualizados na
avaliacdo da concentragdo minima inibitoria (CMI), onde o mesmo herbicida demonstrou
ocasionar redu¢io no nimero de UFC mL™ quando adicionado ao meio de cultura em doses
acima da dose comercial.

Clomazone e imazapic, identificados como toxicos a N. amazonense em meio de
cultura, apresentaram médias de NMP de UFC.g™* numericamente inferiores ao tratamento
controle, contudo, esta diferenca nédo foi considerada significativa pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.

Por sua vez, os herbicidas S-metolachlor, metribuzin, flumioxazin, sulfentrazone,
indaziflam e tebuthiuron aplicados ao solo, ndo demonstraram causar quaisquer efeitos
toxicos a bactéria N. amazonense, podendo ser visualizadas médias de NMP de UFC.g*!
estatisticamente iguais ao tratamento controle.

As diferengas na toxicidade dos herbicidas sobre N. amazonense no solo, em
comparacéo as condicdes in vitro, podem ser atribuidas a processos complexos que alteram
a disponibilidade e a acdo dessas moléculas no ambiente edafico. No solo, os herbicidas
interagem com particulas minerais e matéria organica, sendo retidos por sor¢do ou
precipitacdo, além de passarem por transformacgdes quimicas, bioldgicas e fisicas, como

degradacéo, lixiviagéo e volatilizacdo, que podem diminuir e/ou alterar sua toxicidade. Em
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contraste, as condic@es in vitro, que expdem as bactérias diretamente as moléculas ativas,
sem a interferéncia dessas dindmicas (Mendes et al., 2023; Price e Kelton, 2013).

Os herbicidas flumioxazin e tebuthiuron, embora ndo tenham afetado a
sobrevivéncia da bactéria, tanto em meio de cultura quanto no solo, reduziram
significativamente a capacidade de producéo de &cido indol-acético (AlA) (Tabela 15). Em
contraste, os herbicidas s-metolachlor, sulfentrazone, clomazone e imazapic estimularam a
producdo do fitormonio. Por sua vez, os herbicidas isoxaflutole, indaziflam e metribuzin ndo
apresentaram influéncia significativa na producdo da auxina, apresentando médias
estatisticamente semelhantes as do tratamento controle.

Tabela 15. Produgéo de cido indol-acético (AIA) em mg L, por N. amazonense em meio contendo
diferentes herbicidas.

Tratamento AIA (mg LY)

S-metolachlor 22,22 +2,27 a
Sulfentrazone 20,52+ 0,91 ab
Clomazone 17,92 + 3,72 ab
Imazapic 16,77 £ 4,76 abc
Isoxaflutole 15,40 £ 0,90 bcd
Indaziflam 14,84 £ 0,62 bcd
Controle (Somente In6culo) 14,56 £ 1,16 bcd
Metribuzin 14,56 * 1,34 bcd
Flumioxazin 10,39+2,16 cd
Tebuthiuron 09,05+1,20d

CV (%) 14,72

*QOs valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Nenhum dos herbicidas testados interferiu negativamente na capacidade de fixacao
de nitrogénio de N. amazonense. Tebuthiuron, metribuzin, imazapic, sulfentrazone e
isoxaflutole estimularam a fixacéo de nitrogénio pela bactéria. Quanto aos demais herbicidas
(flumioxazin, clomazone, indaziflam e s-metolachlor), ndo foram observadas diferencas em

relacdo ao controle (Tabela 16).
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Tabela 16. Fixacgdo biol6gica de nitrogénio de N. amazonense em meio contendo diferentes tratamentos

herbicidas.

Tratamento

Nitrogénio fixado (mg mL™?)

Controle (Somente In6culo)

Tebuthiuron

Sulfentrazone

Flumioxazin

S-metolachlor

0,44+0,06a
0,30 £0,01 ab
0,26 £0,11 bc
0,24 £0,09 be
0,18 + 0,08 bc
0,12+ 0,06 c
0,10+0,03¢c
0,10+0,03¢c
0,09+0,03¢c
0,09+0,03¢c

30,48

*Os valores sdo dados como médias e desvios-padrdo. Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Em suma, os herbicidas indaziflam, metribuzin, S-metolachlor e sulfentrazone nao

prejudicaram a sobrevivéncia nem a funcionalidade de N. amazonense em nenhuma das

avaliacdes in vitro. Pelo contrério, esses herbicidas favoreceram o crescimento bacteriano.

Além disso, sulfentrazone promoveu aumentos tanto na producdo de AIA quanto na fixacéo

bioldgica de nitrogénio, enquanto metribuzin também aumentou a capacidade de fixacao de

nitrogénio e S-metolachlor estimulou a producdo de AIA (Figura 5).

Clomazone
Flumioxazin
Imazapic
Indaziflam
lsoxaflutole
Metribuzin
S-metolachlor
Sulfentrazone

Tebuthiuron

AlA,

FBM

. Estimulo

Meutro

Inibicdo

Figura 5. Heatmap dos efeitos de diferentes herbicidas sobre N. amazonense: sobrevivéncia no solo (NMP),

produgdo de acido indol-acético (AlA) e fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN).
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Estudos anteriores tém demonstrado resultados consistentes com esses achados. A
auséncia de efeitos toxicos do indaziflam sobre o crescimento de N. amazonense foi
documentada em trabalhos recentes (Jonck et al., 2022), assim como a falta de impactos
negativos desse herbicida na respiracdo e biomassa microbiana do solo (Delgado et al.,
2022). Evidéncias adicionais indicaram ainda que a aplicagéo de indaziflam pode ter efeito
estimulante sobre a microbiota (Torres et al., 2018).

Esses achados estdo em consonancia com pesquisas envolvendo outras bactérias
diazotroficas. Foi observada alta tolerancia da espécie Azospirillum brasilense a presenca
dos herbicidas sulfentrazone e indaziflam (Rabelo et al., 2023). Da mesma forma, estudos
sobre o efeito de sulfentrazone, metribuzin, clomazone, isoxaflutole, imazapic e s-
metolachlor ndo detectaram prejuizos ao crescimento e atividade de nitrogenase em bactérias
da mesma espécie (Procopio et al., 2011).

Contudo, os resultados obtidos neste trabalho divergem de observagdes anteriores
sobre os efeitos do metribuzin em bactérias do género Azospirillum. Pesquisas
anteriores reportaram efeitos toxicos deste herbicida, incluindo reducdo na populacdo de
Azospirillum no solo (Mohiuddin e Mohammed, 2013) e diminuicdo da capacidade de
fixacdo de nitrogénio (Gadkari, 1988). Também foi documentado que o metribuzin pode
causar declinio significativo na populacdo microbiana geral do solo (Lone et al., 2014).

Entretanto, as discrepancias entre os resultados observados e a literatura podem ser
atribuidas a diferencas entre as espécies microbianas avaliadas. Vale destacar que N.
amazonense, originalmente classificada no género Azospirillum, foi recentemente
reclassificada no género Nitrospirillum. Trata-se de uma bactéria ainda pouco estudada
quanto a toxicidade de herbicidas, cuja utilizacdo como inoculante comercial é um avancgo
recente (Lin et al., 2014; EMBRAPA, 2018).

Neste estudo, observou-se que o isoxaflutole apresentou um efeito dose-dependente
sobre N. amazonense. Embora tenha estimulado o crescimento bacteriano nas subdoses
testadas (1/4DC e 1/2DC), comprometeu o crescimento celular a partir da dose comercial,
afetando inclusive a sobrevivéncia da bactéria no solo. Contudo, mesmo nessas condi¢oes,
a aplicacdo do herbicida ndo interferiu na producdo de AIA nem na capacidade de fixagédo
biologica de nitrogénio.

O padrdo de resposta observado para isoxaflutole esta alinhado com o fendmeno
caracteristico da hormese (Agathokleous et al., 2023), no qual baixas concentragdes de um

agente estressor induzem respostas opostas as observadas em doses elevadas (Agathokleous
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et al., 2023). Apesar de os dados aqui obtidos néo fornecerem evidéncias estatisticamente
conclusivas para a ocorréncia de hormese (p > 0,05 na modelagem de Brain-Cousens), 0
padrdo bifasico consistente observado sugere a necessidade de investigacdes adicionais.
Estudos futuros, com delineamentos experimentais especificamente adaptados para essa
detecgdo — incluindo maior resolugdo de doses na faixa sub-limiar e replicacdes adicionais
— poderdo contribuir para elucidar a presengca e 0s mecanismos desse efeito em N.
amazonense (Belz et al, 2012). Tal abordagem se justifica, uma vez que padrdes semelhantes
tém sido frequentemente relatados para herbicidas em microrganismos, sobretudo em
ambientes ndo limitantes de energia (Agathokleous et al., 2022).

Na literatura, resultados contraditérios tém sido observados quanto aos efeitos de
isoxaflutole sobre a microbiota do solo. Por um lado, estudos demonstraram que bactérias
fixadoras de nitrogénio desempenham importante papel na degradacdo deste herbicida
(Petkova et al., 2020). Por outro, ha evidéncias de que sua presenca pode reduzir a populacao
microbiana total e afetar negativamente a atividade enzimética do solo, especialmente
guando em mistura com outros herbicidas (Tomkiel et al., 2019).

A visualizacdo de um comportamento contrastante entre crescimento e atividade
funcional também foi documentada neste estudo para os herbicidas flumioxazin e
tebuthiuron, que embora estimularam o crescimento bacteriano e a FBN, ocasionaram
reducdo na producdo do fitormbnio AIA (Figura 5). Resultados semelhantes foram
reportados em estudos recentes que demonstraram efeitos positivos de flumioxazin (Aradjo
et al, 2023) sobre a fixacdo bioldgica de nitrogénio no solo. Quanto ao
tebuthiuron, pesquisas anteriores ja haviam indicado a auséncia de impactos negativos sobre
bactérias diazotroficas de diferentes géneros, incluindo Azospirillum e Herbaspirillum
(Barbosa, 2018).

Clomazone e imazapic, apesar de reduzirem o crescimento bacteriano de N.
amazonense in vitro, ndo afetaram significativamente a sobrevivéncia das células no solo e
ainda estimularam as funcdes fisiologicas da bactéria, aumentando a producéo de fitormonio
e a FBN. Esses resultados apresentam similaridades com estudos anteriores envolvendo
outras bactérias diazotroficas. Foi documentado que clomazone também inibiu o
crescimento in vitro de Gluconacetobacter diazotrophicus (Procépio et al., 2013). Estudos
em condigdes reais demonstraram ainda que altas doses deste herbicida prejudicaram
comunidades microbianas do solo, incluindo bactérias fixadoras de nitrogénio (Du et al.,

2018). Quanto ao imazapic, pesquisas mostraram que sua aplicagdo no solo reduziu a
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populacdo de diazotroficos de vida livre comparado ao solo ndo tratado (Angelini et al.,
2013).

Flumioxazin e sulfentrazone, herbicidas com mesmo mecanismo de acdo, ambos
inibidores da PROTOX, induziram respostas diferenciadas de N. amazonense em relacéo a
sua toxicidade: enquanto sulfentrazone estimulou a producédo de AlA, flumioxazin provocou
reducdo. Este resultado pode ser explicado pelo fato de herbicidas com 0 mesmo mecanismo
de acdo e/ou herbicidas com mesmo ingrediente ativo, mas em formulacdes distintas
apresentarem diferentes niveis de toxicidade aos microrganismos. Componentes de
formulacGes comerciais como adjuvantes e espalhantes podem reduzir a tenséo superficial e
facilitar a penetragdo das moléculas nas células microbianas, além de poderem ser tdo ou até
mais toxicos que o ingrediente ativo puro (Nagy et al., 2020).

Essa variacdo na resposta microbiana a formulacdes comerciais foi demonstrada
em estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio expostas a diferentes formulacdes de
glifosato, onde os resultados variaram desde a insensibilidade até a completa inibicdo do
crescimento microbiano (Santos et al., 2004). Portanto, é importante destacar que 0s
resultados apresentados neste trabalho se referem a toxicidade das moléculas herbicidas a N.
amazonense nas formulagdes descritas na Tabela 2, e assim sendo, 0s mesmos ingredientes
ativos transportados em outras formulagGes podem resultar em sensibilidade diferencial a
estirpe microbiana.

As respostas diferenciadas de N. amazonense a exposi¢do a um mesmo herbicida
podem ser atribuidas a complexidade dos processos bioquimicos e fisiologicos que regulam
a fixagéo de nitrogénio, producdo de fitormonios e sobrevivéncia celular. Esses processos
sdo mediados por vias metabdlicas distintas, que podem reagir de forma diferente aos
compostos toxicos presentes nos herbicidas (Chubukov et al., 2014).

Quando expostos a xenobidticos, os microrganismos como N. amazonense, podem
responder a exposi¢do as moléculas por meio de processos simplificadamente conhecidos
como metabolismo e cometabolismo (Eerd, 2003).

Os microrganismos que possuem a capacidade de metabolizar um pesticida,
utilizam as reacOes de oxidagédo-reducdo mediadas por enzimas no catabolismo para extrair
energia e nutrientes das moléculas e promover seu crescimento celular (Zhanga et al., 2020).
O que provavelmente aconteceu com N. amazonense ao ser observado que a bactéria foi

capaz de metabolizar eficientemente os herbicidas indaziflam, metribuzin, S-metolachlor e
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sulfentrazone, utilizando estas moléculas como fonte adicional de nutrientes e energia para
impulsionar seu crescimento.

Contudo, antes que o processo de metabolizacdo e degradacdo de um herbicida
possa ser iniciado, é necessario que 0s microrganismos sejam capazes de tolerar 0s estresses
oxidativos causados pela toxicidade da molécula (Pileggi et al., 2020). Desta forma, vias de
degradacdo-desintoxicagdo que ocorrem no cometabolismo sdo ativadas, para
biotransformacdo de compostos organicos toxicos que ndo serdo usados como fonte de
energia ou como elemento constitutivo do organismo (Janke e Fritsche et al., 1985).

As reag0Oes individuais de adaptacdo e as vias de degradacdo-desintoxica¢do néo
dependem somente do microrganismo e da estrutura quimica do composto xenobidtico, mas
também das condicGes ambientais (Hoagland et al., 2001). Entre os mecanismos gerais de
respostas microbianas ao estresse causado por pesticidas, podem ser citados a formacéo de
biofilmes para protecéo celular; resisténcia cruzada por bombas de efluxo que exportam
moléculas toxicas; aumento da expressdo génica e do numero de cdpias de genes de
tolerancia ao estresse; transferéncia horizontal de genes que conferem fendtipos
multirresistentes; e a ativacdo de sistemas antioxidantes (Silva et al., 2023).

Embora esses processos permitam a sobrevivéncia e o0 crescimento dos
microrganismos, eles também podem causar um desequilibrio energético que pode afetar
outras funcdes celulares. No caso de N. amazonense, embora a bactéria tenha sido capaz de
metabolizar eficientemente os herbicidas flumioxazin e tebuthiuron para impulsionar seu
crescimento celular, a producdo de &cido indol-acético foi comprometida. Com base nos
conceitos discutidos, uma possivel explicacdo para esse efeito seria o redirecionamento de
recursos metabdlicos para a degradacdo e desintoxicacdo dos herbicidas, o que pode ter
prejudicado a producao de AlA.

Por outro lado, frente a condicOes de estresse, as células microbianas podem ser
induzidas a aumentar a expressao de genes funcionais (Malhotra e Srivastava, 2009). Foi
verificado que a interrupgdo no crescimento de Azospirillum brasiliense € uma condigéo
necessaria para que a bactéria expresse o gene indol-3-piruvato responsavel pela producéao
de AIA (Ona et al., 2005). Cenario que pode ter ocorrido com 0s herbicidas imazapic e
clomazone, que embora tenham diminuido o numero de células de N. amazonense,
induziram aumento na producdo de AlA.

Ademais, ao analisar as caracteristicas dos herbicidas (Apéndice - Tabela 19) que

apresentaram algum efeito tdxico na sobrevivéncia ou na atividade funcional da bactéria N.
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amazonense (imazapic, clomazone, tebuthiuron, isoxaflutole e flumioxazin), observa-se que
com excecdo de imazapic, todos sdo majoritariamente moléculas ndo idnicas e lipofilicas
(Aeru, 2025), padrdo que sugere uma possivel influéncia das propriedades fisico-quimicas
na toxicidade observada. A lipofilicidade e a auséncia de carga dessas moléculas podem
influenciar a dindmica de difuséo celular, visto que substancias lipofilicas e ndo ionizadas,
em compara¢do com as ionizadas, tém maior capacidade de interagir com as membranas
celulares (Cserhati et al., 1991).

O imazapic, por sua vez, € um acido fraco com solubilidade lipidica intermediaria,
que pode ter sua toxicidade para N. amazonense possivelmente relacionada a sua interagdo
direta com o metabolismo microbiano, dada sua acao inibitéria em uma via de sintese de
aminoacidos essenciais, atuante tanto em plantas como em microrganismos (Souza et al.,
2021).

Considerando a complexidade das interagdes e respostas que a exposi¢cdo dos
microrganismos aos herbicidas pode desencadear, torna-se evidente a importancia do
conhecimento da compatibilidade entre essas moléculas e 0os microrganismos promotores de
crescimento, como a bactéria N. amazonense.

Neste estudo os herbicidas testados apresentaram respostas distintas a N.
amazonense, com alguns promovendo o crescimento celular e estimulando a producéo de
AlA e/ou fixacdo de nitrogénio, enquanto outros afetaram negativamente a sobrevivéncia e
a funcionalidade bacteriana. Os resultados destacam a necessidade de uma escolha criteriosa
do herbicida, uma vez que este pode influenciar diretamente o sucesso das inoculagdes
microbianas e afetar consequentemente, a sustentabilidade e eficiéncia do manejo integrado

de plantas daninhas.
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7. CONCLUSOES

A inoculacdo com N. amazonense ndo promoveu o crescimento das MPB da
variedade RB966928, nem alterou sua capacidade competitiva frente as
espécies daninhas C. rotundus, M. aegyptia e U. decumbens. A competicao
com as plantas daninhas, especialmente em altas densidades, prejudicou o
crescimento das mudas, resultando em reducdes na altura, biomassa aérea e

area foliar.

A inoculagcdo com N. amazonense e a matocompeticdo com C. rotundus, M.
aegyptia e U. decumbens, nédo alteraram significativamente a estrutura da
comunidade microbiana da rizosfera das MPB de cana-de-aglcar nem a

atividade enzimatica do solo.

Os herbicidas testados demonstraram respostas distintas a sobrevivéncia e
atividade funcional de N. amazonense. Indaziflam, metribuzin, s-metolachlor
e sulfentrazone ndo impactaram a sobrevivéncia e funcionalidade da bactéria,
mas promoveram o0 aumento do crescimento celular e estimularam a
producdo de AIA e/ou fixacdo de nitrogénio. Isoxaflutole estimulou o
crescimento bacteriano em subdoses, entretanto, gerou inibicdo a partir da
dose comercial, contudo sem interferir na producdo de AIA ou FBN.
Clomazone e imazapic diminuiram o crescimento bacteriano in vitro, mas
ndo afetaram a sobrevivéncia no solo, além de aumentarem a producdo de
AIA e FBN. Flumioxazin e tebuthiuron estimularam o crescimento

bacteriano e a FBN, mas reduziram a produgéo de AlA.
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9. APENDICIES
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Figura 6. Curva de crescimento de N. amazonense em meio caldo nutriente (CN).
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Figura 7. Producéo de &cido indol-acético (AIA) em mg/L por N. amazonense em meio caldo nutriente (CN)

suplementado com triptofano (1mg/L).
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Figura 9. Curva padréo de arilsulfatase
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Tabela 17. Resumo da analise de variancia referente aos ensaios de CMI

Herbicidas CV (%) p (Shapiro-Wilk) p (Bartlett) p (ANOVA)
Imazapic 2,07 0,8794 0,2619 0,0000
Clomazone 1,93 0,4962 0,1009 0,0022
Flumioxazin 0,80 0,7323 0,5185 0,0008
Metribuzin 0,54 0,2065 0,3401 0,0005
S-metolachlor 0,48 0,1756 0,9507 0,0000
Sulfentrazone 0,53 0,4473 0,4818 0,0003
Indaziflam 1,16 0,6278 0,3807 0,0004
Isoxaflutole 0,66 0,7573 0,6768 0,0012
Tebuthiuron 1,35 0,1908 0,0873 0,9385

*CV = coeficiente de variacdo; p (Shapiro-Wilk) e p (Bartlett) indicam normalidade e homogeneidade de
variancias, respectivamente (valores > 0,05 indicam conformidade); p (ANOVA) indica diferenca significativa
entre tratamentos (valores < 0,05).

Tabela 18. Significancia dos pardmetros e coeficiente de determinacgéo (R?) dos modelos polinomiais de
regressao testados nos ensaios de CMI.

p-Valor

Herbicidas Modelo b0 bl b2 b3 R?
Linear 0 0 - - 0,9170
Imazapic Quadratico 0 0,0006 0,4609 - 0,9183
Cubico 0 0,0027 0,1076 0,0812 0,9264
Linear 0 0,0002 - - 0,7644
Clomazone Quadratico 0 0,0038 0,0434 - 0,9032
Cubico 0 0,0561 0,3571 0,5812 0,9119
Linear 0 0,0021 - - 0,5736
Flumioxazin Quadrético 0 0,0042 0,0239 - 0,8254
Cubico 0 0,0937 0,4863 0,7956 0,8280
Linear 0 0 - - 0,7516
Metribuzin Quadratico 0 0,0008 0,0124 - 0,9200
Cubico 0 0,5026 0,3693 0,1656 0,9625
Linear 0 0,4296 - - 0,0052
S-metolachlor Quadratico 0 0 0 - 0,5067
Cubico 0 0 0,0008 0,0099 0,5804
Linear 0 0 - - 0,7573
Sulfentrazone Quadratico 0 0,0004 0,0084 - 0,9290
Cubico 0 0,4042 0,4081 0,1763 0,9648
Linear 0 0,0002 - - 0,5352
Indaziflam Quadratico 0 0,0017 0,0190 - 0,6748
Cubico 0 0,0004 0,0027 0,0059 0,8867
Linear 0 0,0005 - - 0,5299
Quadratico 0 0,8585 0,1631 - 0,5820
Isoxaflutole Cubico 0 0,0103 0,0042 0,0062 0,8406

Brain-Cousens b d ¢ f Re
0 0 0,2988 0,3059 0,7201

* Significancia estatistica: *p-Valor < 0,05.
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Tabela 19. Caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas utilizados.

- Constante de Coeficiente de particéo
Solubilidade (S) dissociacgéo (pKa) octanol-agua (Igg ng)
Herbicida ]
Eoné ?&l;as_lz)o Interpretacdo 25 °C Interpretacdo Em pH7, 20 °C Interpretacao
Imazapic 2.230 Alta 3,6 Acido fraco 0,39 Medianamente Liposoltvel
Flumioxazin 0,786 Baixa - Né&o ionizavel 2,55 Muito Lipofilico
Clomazone 1.212 Alta - Na&o ionizavel 2,58 Muito Lipofilico
Tebuthiuron 2.500 Alta - Né&o ionizavel 1,79 Lipofilico
Isoxaflutole - Baixa - Na&o ionizavel 2,34 Muito Lipofilico
Sulfentrazone 780 Moderada 6,5 Acido fraco 0,99 Medianamente Liposoluvel
S-metolachlor 480 Moderada - Na&o ionizavel 3,05 Muito Lipofilico
Metribuzin 10.700 Alta 1,3 Acido forte 1,7 Lipofilico
Indaziflam 2,8 Baixa 3,5 Acido fraco 2,8 Muito Lipofilico

Fonte: AERU (2025).



