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Toxicidade de herbicidas utilizados na cultura da cana-de-ac¢ucar a
bactéria diazotrofica Herbaspirillum seropedicae
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bacterium Herbaspirillum seropedicae
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Resumo

Objetivou-se nesse trabalho identificar herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agtcar que ndo afetam
o crescimento, o desenvolvimento, ou que ndo causem prejuizos a capacidade de fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN) da bactéria diazotrofica Herbaspirillum seropedicae. Dezoito herbicidas (paraquat,
ametryne, tebuthiuron, amicarbazone, diuron, metribuzin, [hexazinone + diuron], [hexazinone +
clomazone], clomazone, isoxaflutole, sulfentrazone, oxyfluorfen, imazapic, imazapyr, [trifloxysulfuron
sodium + ametryne], glyphosate, MSMA e 2,4-D) foram testados em suas respectivas doses comerciais
quanto ao impacto sobre os parametros de crescimento da bactéria em meio liquido DIGs. Os
parametros analisados foram a duracdo da fase lag, tempo de geragdo e densidade celular maxima,
calculados a partir de dados de densidade otica obtidos, em intervalos regulares, durante a incubagao
de culturas por 33 h, a 32°C. Também foi avaliado o impacto dos herbicidas na atividade da nitrogenase
de H. seropedicae cultivada em meio semi-solido JNFb livre de N. Os efeitos dos herbicidas sobre os
parametros de crescimento e sobre a atividade de redugdo do acetileno (ARA) foram comparados ao
tratamento controle pelo teste de Dunnett, sendo utilizado o delineamento inteiramente casualizado.
Os herbicidas paraquat, imazapyr, ametryne, glyphosate ¢ oxyfluorfen inibiram o crescimento de H.
seropedicae in vitro. Os herbicidas ametryne, oxyfluorfen e glyphosate ocasionaram pequena redugio
na duracdo da fase lag da bactéria diazotrofica H. seropedicae. Os herbicidas oxyfluorfen, ametryne
¢ imazapyr acarretaram aumento no tempo de geragdo de H. seropedicae. O herbicida glyphosate
promoveu reduc@o drastica na fixacdo bioldgica de nitrogénio in vitro de H. seropedicae. Os demais
herbicidas avaliados nio afetaram os parametros de crescimento ou mesmos a FBN de H. seropedicae.
Palavras-chave: Saccharum spp., fixagao biologica de nitrogénio, pesticidas

Abstract

The objective of this work was to identify herbicides used in the sugarcane crop that affects neither the
growth, the development, of nor the process of biological nitrogen fixation (BNF) by the diazotrophic
bacterium Herbaspirillum seropedicae. Eighteen herbicides (paraquat, ametryne, tebuthiuron,
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amicarbazone, diuron, metribuzin, [hexazinone + diuron], [hexazinone + clomazone], clomazone,
isoxaflutole, sulfentrazone, oxyfluorfen, imazapic, imazapyr, [trifloxysulfuron sodium + ametryne],
glyphosate, MSMA e 2,4-D) were tested in their respective commercial doses regarding their impact on
the growth of the bacteria in liquid medium DIGs. For this, we determined the duration of lag phase,
generation time and maximum cell density of H. seropedicae, calculated from optical density data
obtained at regular intervals during the incubation of cultures for 33 h at 32°C. We also evaluated the
impact of herbicides on nitrogenase activity of H. seropedicae grown in semi-solid N-free JNFb medium.
The effects of herbicides on the growth variables and the ARA were compared with the untreated
control by Dunnett test. A completely randomized design was used. The herbicides paraquat, imazapyr,
ametryne, glyphosate and oxyfluorfen inhibited the growth of H. seropedicae in vitro. Ametryne,
oxyfluorfen and glyphosate caused a small reduction in the duration of the lag phase of diazotrophic
bacteria H. seropedicae. Oxyfluorfen, ametryne and imazapyr resulted in increased the generation time
by H. seropedicae. Glyphosate promoted drastic reduction in biological nitrogen fixation in vitro by H.
seropedicae. The other tested herbicides did not affect the growth or the same BNF by H. seropedicae.

Key words: Saccharum spp., biological nitrogen fixation, pesticides

Introducio

Atualmente, a produg¢do e a utilizacdo de
combustiveis menos poluentes sdo vistas como
prioridades para as principais potencias mundiais,
até mesmo pelas que se encontravam resistentes ao
reconhecimento da gravidade da situagdo ambiental.
O risco de falta de energia é cada vez mais real
devido ao preocupante esgotamento dos recursos
hidricos e ao declinio das reservas energéticas
armazenadas nos subsolos. Também ¢ fato que a
demanda na produgdo de alimentos continua em
ascensao devido ao continuo aumento populacional,
principalmente nos paises de menor renda per
capita. Diante desse cenario alarmante, o cultivo da
cana-de-acucar pode auxiliar para a contengdo do
quadro exposto. Primeiramente, por ter como um
dos principais produtos de sua industrializagdo o
alcool, combustivel que emite menor quantidade de
monoxido de carbono a atmosfera, em comparacio
aos obtidos de petroleo (BERMANN, 2008), além
de ter carater renovavel. Segundo, que a partir da
queima do bagaco, um subproduto rico em fibras
naturais, é possivel a gera¢do de energia elétrica,
de tal magnitude que a agroindustria pode ter a
capacidade de ndo apenas suprir sua total demanda,
mas também comercializar o excedente, abastecendo
regides adjacentes. E finalmente, a producdo do
acUcar, alimento energético e fundamental na dieta
da humanidade.

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-
de-agucar e ¢ visto mundialmente como o grande
expoente na tecnologia de producao de agroenergia,
devendo aumentar muito suas exportacdes nesse
setor nos proximos anos (MELLO et al., 2006).
Para isso, uma série de novas unidades industriais
estdo sendo construidas em varias regides do Pais,
aumentando muito a area cultivada com cana-de-
agucar. Todavia, aumento na produtividade, reducao
de custos e sustentabilidade da produgdo ¢ o grande
desafio da pesquisa nacional.

A adubagdo nitrogenada na cultura da cana-
de-acticar ¢ uma operacdo necessaria, ja que a
produtividade desta cultura responde a elevacao
dos teores de N do solo, principalmente, na cana-
soca. Sabe-se, entretanto que o emprego de fontes
minerais de N ¢ uma operagdo extremamente
onerosa (SUMAN et al., 2008). O principal
fertilizante mineral utilizado na cultura da cana-de-
acUcar, a ureia, apresenta problema de volatilidade,
necessitando ser incorporada para a diminuicdo
de perdas (PRAMMANEE; SAFFIGNA; WOOD,
1989; DENMEAD et al., 1990; CANTARELLA et
al., 1999). No entanto, com o advento da colheita
sem queima, designada de cultivo de cana-crua,
a densa camada de palha que pode ficar sobre a
superficie do solo dificulta muito a operacdo de
incorporacdo da uréia, e pode reduzir drasticamente
a eficiéncia dessa adubacio.
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Sabe-se que esta cultura ¢ capaz de se associar
com uma diversidade de bactérias diazotrdficas e
obter contribuigdes efetivas do processo de redugao
do nitrogénio atmosférico (BODDEY et al., 2001).
Uma das espécies de bactérias diazotroficas que
vém sendo estudadas com resultados extremamente
promissores
Essa bactéria endofitica ¢ encontrada em grandes
populagdes nos tecidos da cana-de-agucar, sendo
capaz de fixar N atmosférico em locais com altas
concentracdes de sacarose ¢ pH variando de 5,3 a
8,0 (BALDANI et al., 1986; BODDEY et al., 1995;
OLIVARES et al., 1996). A otimizacgao e a aplicagao
pratica desse processo natural estd sendo estudada
em algumas instituigdes nacionais de pesquisa,
com resultados ja bastante promissores. Algumas
espécies de bactérias ja foram identificadas e
isoladas de areas de producao de cana-de-aguicar no
Brasil, e a tecnologia de inoculagdo desses micro-
organismos nos toletes de cana-de-actcar ja se
encontra em fase adiantada.

¢ a Herbaspirillum seropedicae.

A presenca de plantas daninhas em lavouras de
cana-de-acucar pode causar perdas na produtividade
de colmos e de aglcar, decréscimo da longevidade
do canavial, dificuldade e aumento no custo da
colheita, queda na qualidade industrial da matéria
prima, servir de abrigo para pragas e doencas da
cana-de-acucar e causar depreciagdo no valor da
terra. Dentre os métodos de controle das plantas
daninhas sobressai no Brasil o controle quimico,
devido, principalmente, ao rendimento operacional
€ ao custo por area, comparado aos demais métodos.
Todavia, a aplicagao de herbicidas, dependendo do
principio ativo ou da formulacdo, da dose utilizada,
dos micro-organismos presentes e da sensibilidade
destes aos diversos produtos, das condigdes
climaticasedotipodesolo, podetrazerconsequéncias
indesejaveis para a microbiota do solo (ROYUELA
et al, 1998). Kuklinsky-Sobral et al. (2005)
afirmam que o herbicida glyphosate pode induzir
a mudancas na comunidade bacteriana endofitica
de algumas plantas. Alem disso, o glyphosate pode
inibir a sintese de proteinas resultantes da via do

chiquimato em bactérias e fungos (BENTLEY,
1990; FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997), e um
dos surfactantes, o polyoxyethylene tallow amine,
presente na formulacdo do produto comercial
utilizado, foi toxico a algumas espécies de bactérias
e protozoarios (TSUI; CHU, 2003). O metabolito
2-Ethyl-6-methylaniline resultante da degradagao
do herbicida metolachlor foi, aproximadamente,
seis vezes mais toxico a bactéria Vibrio fischeri do
que o proprio principio ativo (OSANO et al., 2002).
Andalo et al. (2004) constataram que os herbicidas
oxyfluorfen, diuron, 2,4-D, simazine + ametryne
e acetochlor foram altamente toxicos ao fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana, enquanto
que o glyphosate foi considerado moderadamente
tdxico a esse micro-organismo.

Decorrente desse cenario o objetivo do trabalho
foi identificar herbicidas utilizados na cultura da
cana-de-acucar que nao afetam o crescimento, ou
que ndo causem prejuizos a capacidade de FBN da
bactéria diazotrofica Herbaspirillum seropedicae.

Material e Métodos
Preparo do inoculo

Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Microbiologia do Solo da Embrapa
Tabuleiros Costeiros em Aracaju-SE. A estirpe
de Herbaspirillum seropedicae (Z67) utilizada
neste estudo foi obtida da Colecdo de Bactérias

Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia.

As células foram ativadas em 10 mL de meio
liquido DIGs, cuja formulagdo, em g L' de agua
destilada, ¢ a seguinte: glicose, 2,0; acido malico,
2,0; peptona, 1,5; extrato de levedura, 2,0; K.HPO,,
0,5; MgSO,.7H,0, 0,5; € acido glutdmico, 1.5, pH
6,0. A cultura foi incubada a 25°C por 24 h, quando a
densidade otica (DO, ) atingiu aproximadamente
0,7. Este mesmo procedimento de ativacdo das
bactérias foi utilizado para a preparagao do indculo
em todos os ensaios descritos abaixo.
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Efeito de doses comerciais de herbicidas sobre o
crescimento de H. seropedicae

Dezoito herbicidas registrados para a cultura de
cana-de-actcar no Brasil foram avaliados (Tabela
1) no delineamento interiamente casualizado quanto
ao impacto sobre o crescimento e a fixagao biologica
de nitrogénio de Herbaspirillum seropedicae em
condigoes de laboratorio. Solugdes estoques dos

herbicidas foram preparadas com agua destilada e
filtrada através de membranas Millipore com poros
de 0,22 um. As concentra¢des dos herbicidas nas
solucdes estoques foram determinadas de modo que
a adicdo de 200 pL destas ao volume final de meio
de cultura utilizado nos diferentes ensaios resultasse
nas concentragdes previamente estabelecidas para
cada tratamento.

Tabela 1. Lista de herbicidas avaliados no presente estudo.

Nome comum Marca comercial Dose (g ha') Grupo quimico Modo de ac¢io
- R Inibigdo do
®
paraquat Gramoxone 200 600 Bipiridilios fotossisterna 1
ametryne Gesapax® 4.000 Triazinas Inibicdo do fotossistema II
tebuthiuron Spike 500® 1.200 Derivados daureia  Inibicao do fotossistema II
amicarbazone Dinamic® 1.400 Triazolinonas Inibigdo do fotossistema II
diuron Herburon 500 BR® 3.200 Derivados daureia  Inibi¢do do fotossistema II
o . N
metribuzin Sencor 480® 1.920 Triazinonas In¥b%gz~10 do fotoss¥stema I
Inibi¢do do fotossistema II
Inibigdo do fotossistema II
hexazinone + ® Triazinonas + + Inibi¢do da biossintese de
+
diuron Velpar K WG 396+ 1.404 Derivados daureia  carotenoides (local de agdo
desconhecido)
hexazinone + Triazinonas + Inibicdo da biossintese de
Discover 500 WP® 250 +1.000 -1 carotenoides (local de acao
clomazone Isoxazolidinonas .
desconhecido)
Inibigdo da 4-hydroxyphenyl-
clomazone Gamit® 1.100 Isoxazolidinonas pyruvate-dioxygenase (4-
HPPD)
Inibi¢do da
isoxaflutole Provence 750 WG® 262,5 Isoxazolse protoporphyrinogen oxidase
(PPO)
Inibigdo da
sulfentrazone Boral 500 SC® 800 Triazolinonas protoporphyrinogen oxidase
(PPO)
oxyfluorfen Goal BR® 1.200 Difenileteres Inibigdo da acetolactate
Y ' synthase (ALS)
. . . . . Inibi¢do da acetolactate
®
1mazapic Plateau 245 Imidazolinonas synthase (ALS)
Inibigdo da acetolactate
imazapyr Contain® 500 Imidazolinonas synthase (ALS) + Inibicao do

fotossistema II

continua
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continuacao
trifloxysulfuron
sodium + Krismat® 37 +1.463
ametryne
glyphosate Roundup® 1.800

MSMA Sanachem

MSMA 720 SL® 2.880
2,4-D Aminol 806" 1.005

Sulfonilureas +

.. Inibi¢do da divisao celular
Triazinas

Derivados da

Glicina Inibigdo da EPSP synthase

Organoarsenicais Desconhecido

Derivados do acido

o . Mimetizador de auxinas
ariloxialcanoico

Fonte: Elaboracgdo dos autores.

O efeito de doses comerciais de herbicidas sobre
os parametros de crescimento de H. seropedicae
foi avaliado pelo monitoramento do crescimento
celular por turbidimetria das culturas inoculadas em
meio liquido DIGs misturados com os herbicidas e
incubados por 33 h. Detalhes deste procedimento
sdo descritos a seguir.

Um volume de 200 pL das solugdes herbicidas
filtradas foi adicionado a Erlenmeyers de 50 mL
contendo 25 mL de meio liquido DIGs, de modo a
atingir as concentragdes comerciais recomendadas
para cada produto (Tabela 1). Frascos controle
receberam 200 plL de agua destilada filtrada

através de membrana Millipore. Os frascos
foram inoculados com 40 ul de uma cultura
de H. seropedicae ativa (DO, = 0,6). Apos

inoculag@o, os frascos foram rapidamente agitados
e o contedo dos mesmos vertido em placas de
petri estéreis. Aliquotas de 200 pL destas misturas
foram transferidas para microplacas de 96 pocos
utilizando-se uma micropipeta de oito canais, de
modo que cada coluna da placa (8 pocos) recebesse
um tratamento herbicida diferente. Uma das colunas
de pocos foi preenchida com meio DIGs estéril para
verificar a possivel ocorréncia de contaminagdo da
microplaca durante as leituras de DO ao longo do
periodo dos ensaios. As placas foram incubadas a
32°C, no escuro, € as leituras de DO realizadas em
intervalos regulares em um leitor de microplacas,

ajustado no comprimento de ondas de 450 nm. Com
os resultados das leituras foram tragadas curvas
de crescimento bacteriano durante o periodo de
avaliagdo, para os diferentes tratamentos.

O comprimento da fase lag foi estimado como

o tempo no qual o In (DO) da fase lag equivaleu a

média do In (DO) das trés primeiras leituras de DO,

quando as células encontravam-se indubitavelmente

em fase lag. Matematicamente, o comprimento da

fase lag (tlag) foi calculado de acordo com a seguinte
equacao:

_[(InDOy,,) —a]

lag — B

onde In DOMg corresponde ao In da média das trés
primeiras leituras de DO, e “a” ¢ “b” ao intercepto
e a inclinacdo da equagdo ajustada para o In de DO
na fase log em func¢do do tempo de incubagdo. Os
valores de g e b foram estimados para cada uma
das oito repetigdes separadamente.

O tempo de geragao de H. seropedicae exposta

aos diferentes herbicidas foi calculado apos
transformacdo dos dados de DO em In(DO). Para
estes calculos um minimo de cinco leituras de DO,

tomadas do meio da fase log, foram consideradas.

As
foram comparadas a do tratamento controle (sem
herbicida) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

médias de cada tratamento herbicida
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Efeito de doses comerciais de herbicidas sobre a
atividade de nitrogenase de H. seropedicae

Os herbicidas foram testados no delineamento
interiamente casualizado quanto ao impacto na
atividade da nitrogenase de H. seropedicae quando
esta foi cultivada em meio semi-s6lido JNFb livre
de N (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI,
1995). Aliquotas de 20 pL de uma cultura de H.
seropedicae crescida sob agitacdo por 24 h em
meio DIGs liquido (DO = 0,7) foram utilizadas
para inocular frascos de 50 mL contendo 25 mL do
meio semi-solido com as diferentes concentracdes
de herbicidas a serem testadas. Os herbicidas foram
adicionados ao meio semi-solido utilizando-se 200
pL de solucdes estoques de herbicidas esterilizadas
por filtracao. Estas solugdes foram preparadas de
modo que a adi¢do de 200 pL destas a 25 ml de meio
semi-solido resultasse nas concentragdes finais
dos produtos determinada para cada tratamento
(Tabela 1). Nos frascos utilizados como controle,
adicionaram-se 200 pL de 4gua destilada esterilizada
por filtragdo em membrana Millipore com poros
de 0,22 um de didmetro. Quatro frascos foram
preparados para cada tratamento. Os frascos foram
fechados com tampao de algodao e incubados por 24
h, a 32°C no escuro. Apds este periodo uma pelicula
bem desenvolvida foi observada na subsuperficie
de todos os frascos controle. Cada frasco foi entdo
fechado com um septo de borracha, sendo 10% da
atmosfera dos mesmos (2,5 mL) substituida por
acetileno de alta pureza através de uma seringa
hipodérmica (HAAHTELA et al., 1981).

A producdo de etileno foi determinada apos 12 h
de incubacgao a 32°C, no escuro. Tubos sem acetileno
foram também incluidos para a quantificagdo do
etileno enddgeno. Em seguida, para a determinagao
de etileno, 100 pulL de amostra gasosa da atmosfera
dos frascos foi injetado em um cromatografo a gas
(Perkin-Elmer, Clarus 500) com um detector de
ionizacao de chamas (FID) e uma coluna capilar com
fase estacionaria GS-CarbonPLOT (Agilent J&W
Scientific, Santa Clara, CA, USA). As temperaturas
de operacdo da coluna, do injetor e do detector foram

100°C, 150°C e 180°C, respectivamente. Nitrogénio
de alta pureza foi utilizado como gas de arraste, com
fluxo de 1,8 mL min!. A atividade da nitrogenase
foi calculada em nmoles de etileno produzido por
frasco por hora. Os efeitos dos herbicidas sobre a
atividade de redugdo do acetileno (ARA) foram
comparados ao tratamento controle pelo teste de
Dunnett (p < 0,05). As eventuais porcentagens de
inibi¢do causadas pelos herbicidas foram calculadas.

Intensidade de inibicdo da atividade de nitrogenase
por diferentes doses do herbicida glyphosate

O herbicida glyphosate, cuja dose comercial
apresentou efeito significativo sobre a atividade de
nitrogenase de H. seropedicae, foi posteriormente
avaliado para determinacdo da concentragdo
requerida para inibir 50% da atividade nitrogenase
(CI

SOat) :

Os procedimentos para
ensaio foram os mesmos descritos para o ensaio
anterior, exceto que cinco doses deste herbicida
foram testadas (0, 90, 270, 540 ¢ 1.080 g ha') no
delineamento interiamente casualizado.

utilizados esse

Utilizou-se andlise de regressdo para avaliar a
resposta da atividade da nitrogenase ao incremento
das doses do herbicida glyphosate.

Resultados e Discussao

A curva de crescimento, baseada no aumento
da densidade Otica, da bactéria diazotrofica
Herbaspirillum seropedicae sob o efeito de todos
os tratamentos avaliados ¢ visualizada na Figura
1, sendo as equagdes, que representam os modelos
sigmoidal de regressdo, apresentadas na Tabela
2. Observa-se que as curvas de crescimento da
bactéria em meio de cultura contendo os herbicidas
amicarbazone, tebuthiuron, diuron, metribuzin,
[hexazinone + diuron], [hexazinone + clomazone],
clomazone, isoxaflutole, sulfentrazone, imazapic,

[trifloxysulfuron sodium + ametryne], MSMA
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e 2,4-D nas suas respectivas doses comerciais
ficaram muito préoximas a curva confeccionada
quando a bactéria cresceu em meio isento de
herbicidas. Gallori et al. (1991) constataram que

os herbicidas 2,4-D, alachlor, atrazine, butylate,
EPTC e glyphosate nao afetaram o crescimento de
Azospirillum brasilense, mesmo quando aplicados
em doses elevadas.

Figura 1. Crescimento da bactéria diazotrofica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade 6tica (DO =
450 nm), em meio contendo diversos herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agtcar.
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Tabela 2. Equagdes de regressdes expressando o crescimento da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae,
mensurado pela densidade 6tica (DO =450 nm), em meio contendo diversos herbicidas utilizados na cultura da cana-

de-agucar.

Tratamento herbicida Y=y0+a/(1+exp(-(x-x0)/b)) R?

testemunha Y=0,0358+1,0756/(1+exp(-(x-11,4073)/ 1,7722)) 0,99
metribuzin ¥=0,0495+1,0444/(1+exp(-(x-10,8956)/ 1,3277)) 0,99
amicarbazone Y=0,0405+1,0902/(1+exp(-(x-11,0822)/ 1,3657)) 0,99
ametryne ¥=-0,0175+0,8307/(1+exp(-(x-14,3215)/ 4,9173)) 0,99
hexazinone + diuron ¥=0,0454+1,0502/(1+exp(-(x-10,9671)/ 1,3162)) 0,99
diuron Y=0,0412+1,0387/(1+exp(-(x-11,4244)/ 1,5255)) 0,99
paraquat Y=0,0249+0,4945/(1+exp(-(x-11,6323)/ 2,7978)) 0,99
clomazone Y=0,0474+1,0217/(1+exp(-(x-11,2484)/ 1,4667)) 0,99
isoxaflutole ¥=0,0396+1,0969/(1+exp(-(x-11,0967)/ 1,3828)) 0,99
tebuthiuron Y=0,0408+1,0702/(1+exp(-(x-11,1157)/ 1,5352)) 0,99
s-metolachlor ¥=0,0214+0,9315/(1+exp(-(x-12,6171)/ 2,5876)) 0,99
sulfentrazone Y=0,0384+1,0960/(1+exp(-(x-11,1193)/ 1,4789)) 0,99
2,4-D Y=0,0382+1,0666/(1+exp(-(x-11,2129)/ 1,4909)) 0,99
oxyfluorfen Y=0,0294+0,7317/(1+exp(-(x-12,6557)/ 3,0406)) 0,99
imazapic Y=0,0373+1,0920/(1+exp(-(x-11,0640)/ 1,4564)) 0,99
trifloxysulfuron-sodium + ametryne ¥=0,0412+1,0937/(1+exp(-(x-11,1985)/ 1,4493)) 0,99
imazapyr Y=0,0334+0,6945/(1+exp(-(x-13,1628)/ 2,8610)) 0,99
hexazinone + clomazone ?:0,0406+1,0599/(1+exp(—(x-1 1,1156)/ 1,4807)) 0,99
MSMA Y=0,0406+1,0503/(1+exp(-(x-11,0573)/ 1,4398)) 0,99
glyphosate Y=0,0217+0,6882/(1+exp(-(x-12,8957)/ 3,1325)) 0,99

Fonte: Elaboracgio dos autores.

Os tratamentos contendo os herbicidas paraquat,
imazapyr, ametryne, glyphosate e oxyfluorfen
inibiram significativamente o crescimento de H.
seropedicae (Figura 1 e Tabela 2). Santos et al.
(20006), avaliando a toxicidade de diversos herbicidas
a duas estirpes de Rhizobium tropici, observaram
que o paraquat foi o produto que promoveu maior
inibicao do crescimento das estirpes.

Embora a avaliacdo de crescimento tenha sido
realizada por 33 h de incubag@o, o crescimento final
maximo de H. seropedicae, medido pela densidade
otica maxima (DO maxima) a 450 nm, foi atingido
entre 15 ¢ 20 h, para todos os tratamentos. Este
crescimento foi reduzido por apenas cinco dos 18
herbicidas testados na dose comercial: paraquat,
ametryne, oxyfluorfen, imazapyr e glyphosate
(Figura 2), os mesmos que ja haviam alterado a curva
de crescimento dessa diazotrofica. Trés mecanismos
potencialmente associados a esses decréscimos
na DO maxima foram antevistos: (i) aumento
da duracdo da fase lag, (ii) aumento do tempo de

geracao e (iii) reducao da eficiéncia de utilizagao de
C e energia do meio de cultura para o crescimento
bacteriano. Destes mecanismos, os dois primeiros
foram testados pela estimativa do tempo de duracao
da fase lag e do tempo de geracao. Madhaiyan et al.
(2006) observaram que o herbicida 2,4-D reduziu
em 50% o crescimento de G. diazotrophicus, quando
foi adicionado ao meio na concentragdo de 22 mg
L. Nemes-Kosa e Cserhati (1995) ndo detectaram
nenhum efeito toxico do herbicida diuron sobre a
espécie Azotobacter chroococcum.

Aocontrariodoesperado, trésdos cincoherbicidas
que impactaram negativamente o crescimento final
maximo de H. seropedicae (ametryne, oxyfluorfen e
glyphosate) apresentaram uma reducao de cerca de
1 h na fase lag, comparativamente ao controle sem
herbicida (Figura 3). E importante ressaltar que a
fase lag representa um periodo inicial de adaptagao
da bactéria ao meio antes do inicio da sua fase de
crescimento.
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Figura 2. Crescimento maximo da bactéria diazotrofica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade dtica
(DO =450 nm), em meio contendo diversos herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agucar. *Significativo a 5%
pelo teste de Dunnett.***Significativo a 0,1% pelo teste de Dunnett.
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Fonte: Elaboragdo dos autores.

Figura 3. Duracdo da fase lag de Herbaspirillum seropedicae em meio contendo diversos herbicidas utilizados na
cultura da cana-de-agticar. .***Significativo a 0,1% pelo teste de Dunnett.
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Figura 4. Tempo de geragdo de Herbaspirillum seropedicae em meio contendo diversos herbicidas utilizados na
cultura da cana-de-agticar. ***Significativo a 0,1% pelo teste de Dunnett.
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Fonte: Elaboracdo dos autores.

Os herbicidas oxyfluorfen, ametryne e imazapyr
reduziram a velocidade de crescimento de H.
seropedicae, o que foi evidenciado pelo aumento
dos tempos de geracao desta bactéria para valores
médios de 64, 70 e 61 min, respectivamente (Figura
4). Comparativamente, o tempo de geragdo médio
para H seropedicae em meio DIGs sem adicdo de
herbicidas foi de 54 min. Das e Debnath (2006)
observaram que a aplicagao do herbicida oxyfluorfen
em solo rizosférico em darea cultivada com arroz
ocasionou aumento de 42,8% na populacdo de
micro-organismos fixadores de N aerobios nao-
simbidticos com consequente aumento de 37,5%
na fixacdo de N. Os resultados observados com os
herbicidas ametryne, imazapyr e oxyfluorfen nao
foram regras a todos os herbicidas que possuem
mecanismos de agdo similares, ou seja, a avaliacao
de toxicidade deve ser por produto e ndo pode ser
extrapolada ao mecanismo de agdo, ou mesmo ao
grupo quimico.

Embora os tempos de geragdo de H. seropedicae
na presen¢a de paraquat e glyphosate ndo tenham
sido estatisticamente maiores do que no tratamento
controle, observou-se uma tendéncia de incremento
no valor deste pardmetro para estes dois herbicidas.
Esta tendéncia pode ser determinante para o
decréscimo no crescimento se considerarmos que
este atraso no crescimento bacteriano acumula-se
geracdo apos geracao.

E importante observar que os valores de DO

maximo dos tratamentos paraquat, ametryne,
oxyfluorfen, imazapyr e glyphosate nao se igualaram
aos maximos observados no tratamento controle,
mesmo apds um periodo prolongado de incubacio.
Isto indica que, além da redugdo na velocidade de
crescimento, os recursos disponiveis no meio de
cultura foram menos eficientemente usados para
o crescimento bacteriano (menor coeficiente de

rendimento) na presenca destes cinco herbicidas
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do que nos demais tratamentos. Sugere-se que o
menor coeficiente de rendimento de H. seropedicae
na presenca de herbicidas paraquat, ametryne,
oxyfluorfen, imazapyr e glyphosate seja derivado
do custo energético requerido para manutengdo

de mecanismos metabolicos que conferem esta
tolerancia relativa da bactéria a estes herbicidas. Os
demais herbicidas ndo apresentaram nenhum efeito
significativo sobre os parametros de crescimento.

Figura 5. Atividade de nitrogenase (producao de etileno) por Herbaspirillum seropedicae na presenca de diferentes
herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agucar. ***Significativo a 0,1% pelo teste de Dunnett.
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O Ttnico herbicida que prejudicou a fixacao
biologica de nitrogénio (FBN), quando em contato
com a bactéria H. seropedicae, foi o glyphosate
(Figura 5). A magnitude
extremamente drastica, pois foi necessario apenas
1,9 g ha'! de glyphosate para que 50% da FBN fosse
inibida (Figura 6). Esta dose estimada pela equacao

dessa redugdo foi

de regressao ¢ muita baixa, quando comparada com
a dose normalmente aplicada desse herbicida nas
diversas lavouras brasileiras, que varia de 360 a

clomazone
isoxaflutole
sulfentrazone
oxyfluorfen
imazapic
imazapyr

glyphosate |
MSMA
2,4-D

trifloxysulfuron + ametryne

2.520 g ha!. Este resultado foi obtido em meio de
cultura (in vitro), onde o contato entre o herbicida e
a bactéria diazotrofica ¢ muito intimo. Madhaiyan et
al. (2006) reportaram que o herbicida 2,4-D, na sua
dose recomendada, ocasionou 59,8% de reducao
na atividade de nitrogenase de Gluconacetobacter
diazotrophicus, enquanto que os herbicidas
butachlor, alachlor e atrazine inibiram a atividade
nitrogenase dessas bactérias em 22,8; 73,6 ¢ 65,3%,

respectivamente.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 35, n. 5, p. 2383-2398, set./out. 2014

2393



2394

Procopio, S. O. et al.

Figura 6. Atividade da nitrogenase (reducdo do acetileno a etileno) de Herbaspirillum seropedicae na presenga de

doses crescentes de glyphosate. CI,, = 1,9 g ha™'.
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Fonte: Elaboragdo dos autores.

De acordo com Gonzalez, Gonzalez-Murua e
Royuela (1996), o risco de intoxicagdo de herbicidas
sobre 0s micro-organismos ¢ maior quando os
produtos inibem processos bioquimicos comuns
entre as plantas e os micro-organismos. Glyphosate
[(N-phosphonomethyl) glycine] ¢ um herbicida nao-
seletivo que inibe a enzima 5-enolpyruvylshikimat-
3-phosphate synthase (EPSPS) que atua na rota
do é4cido chiquimico, envolvida na sintese de
aminoacidos aromaticos (PENAZOLA-VAZQUEZ
et al., 1995). A rota do chiquimato ocorre também
em micro-organismos € somente alguns grupos
sdo capazes de utilizar o glyphosate como fonte
de energia e nutrientes, consequentemente esse
herbicida pode ser toxico a varios grupos de micro-
organismos (DICK; QUINN, 1995; SANTOS;
FLORES, 1995; BUSSE et al., 2001). O herbicida
glyphosate inibe a sintese de EPSP sintase,
resultando no impedimento da produgdo dos
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano) (SANTOS et al., 2005). A falta desses
aminoacidos pode ser a razo para a toxicidade desse
herbicida verificada em alguns micro-organismos
(EBERBACH; DOUGLAS, 1989).

Observa-se que o glyphosate foi o tinico herbicida
a afetar tanto o crescimento da bactéria, como
também, reduzir significativamente a FBN. Nos
ensaios envolvendo a avalia¢do do crescimento de
H. seropedicae o nitrogénio era fornecido no proprio
meio de cultura, ou seja, a bactéria para garantir
seu suprimento de compostos nitrogenados, como
aminoacidos, ndo necessitava retirar esse elemento
do ar, por meio do processo de fixa¢ao bioldgica. Ja
nos ensaios envolvendo os testes de FBN, o N ndo
era disponibilizado no meio de cultura, obrigando
as bactérias a retirar esse nutriente do ar. Decorrente
desses resultados fica claro que o glyphosate além
de ser toxico a bactéria, também reduz a capacidade
de nitrogenase dessa diazotrofica. Santos e Flores
(1995) reportaram que quando adicionado nas doses
recomendadas o herbicida glyphosate nao provocou
areducdo do crescimento de Azotobacter vinelandii
e de Azotobacter chroococcum, todavia a fixagado de
nitrogénio por essas bactérias foi prejudicada.

E importante salientar que os dados obtidos no
presente trabalho foram decorrentes da utilizagao
dos herbicidas na formulagdo comercial, ou seja,
principio ativo mais todos os demais ingredientes
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da formulagao, tal qual o mesmo ¢ comercializado,
e consequentemente, utilizado na agricultura.
Conforme o “Working Group Pesticides and
Arthropods” of the
Organization for Biological Control of Noxious
Animals and Plants (IOBC), West Palaearctic
RegionalSection(WPRS)”, osestudosdeseletividade
a organismos nao-alvo devem ser conduzidos com
as formulagdes comerciais (HASSAN et al., 2000),
pois sabe-se que alguns adjuvantes reduzem a tensao
superficial e facilitam a penetragdo do pesticida.
Segundo Malkones (2000), os aditivos presentes
na formulacdo dos agroquimicos podem afetar os
micro-organismos e, em certos casos, at¢ modificar
o efeito do agroquimico. Para Kishinevsky et
al. (1988), ¢ possivel que solventes, surfatantes
e agentes molhantes presentes nas formulagdes
comerciais de pesticidas contribuam para os
efeitos inibitorios desses produtos no crescimento
de rizobios, um outro grupo de bactérias fixadoras
de N. Haahtela, Kilpi e Kari (1988) testaram
o glyphosate puro e na formulagdo comercial
Roundup original sobre varios micro-organismos
e observaram que as concentragdes entre 25 ¢ 100
pg L' afetaram significativamente o crescimento de
bactérias do género Enterobacter; entretanto, houve
maior intoxica¢do quando elas foram tratadas com
a formulagdo comercial na maior concentracao.
Berner, Berggren e Snow (1991) mencionaram que
aplicacoes de glyphosate, em formulagdes com ou
sem surfatante, inibiram o crescimento micelial de

Beneficial “International

Calonectria crotalariae.

Os resultados desse trabalho ja sdo suficientes
para propor que os herbicidas paraquat, imazapyr,
ametryne e oxyfluorfen e principalmente o
glyphosate sejam avaliados em nivel de campo,
j& que a partir dos mesmos ¢é possivel afirmar
que esses herbicidas sdo toxicos a essa estirpe de
H. seropedicae, mas nao que essa toxicidade se
refletird em prejuizos & FBN, quando da utilizagdo
do inoculante na cultura da cana-de-acucar.

O paraquat ¢ utilizado na maioria das situagdes
em jato dirigido, evitando-se o contato das gotas

aspergidas com a parte aérea das plantas de cana-
de-agucar, mas em algumas situagdes o paraquat
vem sendo utilizado em pds-emergéncia em doses
mais baixas que a de registro. Imazapyr ¢ utilizado
comumente na destrui¢do quimica das soqueiras de
cana-de-acucar, principalmente em areas infestadas
com Cyperus rotundus e Cynodon dactylum, quando
da renovagdo do canavial, ou seja, ¢ aplicado
meses antes do novo plantio da cultura. Todavia,
esse herbicida apresenta alta persisténcia no solo,
podendo vir a ser absorvido pelas plantas de cana-
de-aclicar e entrar em contato com as bactérias
diazotroficas. Ametryne e oxyfluorfen podem
apresentar riscos maiores a FBN, pois sdo aplicados
apos o plantio da cultura, no caso do oxyfluorfen em
pré-emergéncia e no do ametryne em pré ou mesmo
em pos-inicial.

Em condigdes de campo, provavelmente, o
contato entre H. seropedicae e o glyphosate devera
ser muito pequeno, pois esse herbicida ainda nao
¢ aplicado diretamente sobre as plantas de cana-
de-agticar por ndo apresentar seletividade a essa
cultura. Excetuando sua utilizagdo como maturador,
todo seu uso na lavoura canavieira esta centrado
em aplicacdes dirigidas a folhagem das plantas
daninhas, preservando as plantas de cana-de-acucar.
Também se ressalta que esse xenobidtico nao
apresenta atividade no solo, portanto ndo havendo
a possibilidade de ser absorvido pelas raizes das
plantas de cana-de-agtcar, e assim entrar em contato
com as bactérias que estdo colonizando o interior da
planta. Talvez, uma preocupagdo relevante, seria no
cultivo da cana-de-agucar resistente ao glyphosate,
que deve ser langada no Brasil nos proximos cinco
anos. Nesse cultivo o herbicida glyphosate sera
aplicado em pos-emergéncia da cultura. Pela sua alta
taxa de absor¢do e de translocacdo (sistemicidade)
moléculas facilmente encontrariam
diazotroficas, podendo assim causar
efeitos deletérios sobre a capacidade de FBN, o
que praticamente anularia os efeitos benéficos da
inoculag@o da cultura, e a consequente redugdo da
necessidade de adubagdo nitrogenada.

suas as

bactérias
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Os
necessitariam desse tipo de investigacao, pois testes

demais  herbicidas  avaliados nfo
in vitro mant€m o micro-organismo exposto ao
maximo ao produto fitossanitario, o que nao ocorre
em condi¢des de campo, ja que ocorrem fatores
externos que agem sobre o produto, principalmente
radiagdo solar, deriva e ventos, amenizando a acao
do principio ativo (CAVALCANTI et al., 2002).
Dessa forma, esperasse que produtos considerados
compativeis nesse tipo de teste também o sejam

quando aplicados em condi¢des de campo.

A partir de todas as informagdes geradas no
trabalho podemos estabelecer algumas conclusdes:
1) Os herbicidas paraquat, imazapyr, ametryne,
glyphosate e oxyfluorfen inibem o crescimento
de Herbaspirillum seropedicae in vitro; 2) Os
herbicidas ametryne, oxyfluorfen e glyphosate
ocasionam pequena reducdo na duracdo da fase
lag da Dbactéria diazotrofica Herbaspirillum
seropedicae; 3) Os herbicidas oxyfluorfen, ametryne
e imazapyr acarretam aumento no tempo de geragao
de Herbaspirillum seropedicae; e 4) O herbicida
glyphosate promove reducdo drastica na fixagdo
biologica de nitrogénio in vitro de Herbaspirillum
seropedicae.
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