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RESUMO

Objetivou-se, nesse trabalho, identificar herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agucar que ndo afetam o crescimento ou ndo
causem prejuizos a capacidade de fixag&o bioldgica de nitrogénio (FBN) da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus. Dezoito
herbicidas (paraquat, ametryne, amicarbazone, diuron, metribuzin, [hexazinone + diuron], [hexazinone + clomazone], clomazone,
isoxaflutole, sulfentrazone, oxyfluorfen, imazapic, imazapyr, [trifloxysulfuronsodium + ametryne], s-metolachlor, glyphosate,
MSMA e 2,4-D) foram testados em suas respectivas doses comerciais. Os pardmetros analisados foram a duragdo da fase
lag, tempo de geragao e densidade celular maxima; também foi avaliado o impacto dos herbicidas na atividade da nitrogenase
de G. diazotrophicus quantificada pela técnica da atividade de reducéo do acetileno. O paraquat apresentou efeito bactericida
sobre G. diazotrophicus in vitro. Diuron, metribuzin, MSMA e 2,4-D ocasionaram pequena redugdo no crescimento maximo de
G. diazotrophicus; todavia, amicarbazone, [hexazinone + clomazone] e clomazone apresentaram pequeno efeito bacteriostatico.
Os herbicidas paraquat e glyphosate acarretaram efeito inibitério sobre a FBN de G. diazotrophicus.

Palavras-chave: fixag&o biolégica de nitrogénio, pesticidas, Saccharum spp.

Tolerance of diazotrophic bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus
to herbicides used in the sugarcane crop

ABSTRACT

The objective of this work was to identify herbicides used in the sugarcane crop that affects neither the growth of nor the process
of biological nitrogen fixation (BNF) by the diazotrophic bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus. Eighteen herbicides
(paraquat, ametryne, amicarbazone, diuron, metribuzin, [hexazinone + diuron], [hexazinone + clomazone], clomazone,
isoxaflutole, sulfentrazone, oxyfluorfen, imazapic, imazapyr, [trifloxysulfuron sodium + ametryne], s-metolachlor, glyphosate,
MSMA e 2.4-D) were tested in their respective commercial doses. For this, we determined the duration of lag phase, generation
time and maximum cell density of G. diazotrophicus. We also evaluated the impact of herbicides on nitrogenase activity of G.
diazotrophicus measured by the technique of acetylene reduction assay. Diuron, metribuzin, 2.4-D and MSMA caused a small
reduction in maximum growth of G. diazotrophicus in vitro. Amicarbazone, [hexazinone + clomazone] and clomazone showed
some bacteriostatic effect on G. diazotrophicus. Treatments containing the herbicide paraquat and glyphosate resulted inhibitory
effect on BFN by G. diazotrophicus.

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

A cana-de-agiicar sempre teve importante papel na
atividade agricola do Brasil, desde sua introdugdo pelos
holandeses. No entanto, talvez a cultura esteja passando pelo
seu principal momento na historia do Pais, mais sublime até
mesmo que a implantagio do Pré-Alcool, em meados da década
de 70. A agroenergia tem, no etanol, um dos seus principais
componentes e a cana-de-agtcar se mostra como a cultura
que apresenta a melhor relacdo custo-beneficio. As principais
razdes para este fluxo de migra¢do de matriz energética sdo
de cunho ambiental. E neste cenario que se encaixa o Brasil,
um pais que apresenta, em boa parte do seu territério, clima
propicio ao cultivo da cana-de-actcar, tecnologia de ponta
desde o cultivo até o processamento da matéria-prima e a
maior area agricultavel para expansido no mundo.

A cana-de-aglicar extrai aproximadamente 205 kg de
nitrogénio (N) a cada colheita de 100 t ha' de colmos
(Suman et al., 2008), sendo que para sustentar altos niveis de
produtividade o N ¢ introduzido anualmente com uma dose
média de 150 kg ha'! nas soqueiras, via fertilizantes quimicos.

Existe um consenso dentro da comunidade cientifica
de que a aplicagdo de grandes quantidades de fertilizantes
quimicos nitrogenados nos sistemas agricolas gera perda de
sustentabilidade desses ambientes (Robinson et al., 2007).
Estima-se que menos de 50% do nitrogénio (N) contido
nos fertilizantes quimicos sdo efetivamente utilizados pelas
culturas agricolas (Tilman et al., 2002). Na cana-de-agtcar as
perdas estimadas do N aplicado sd3o ainda maiores, acima de
60%, principalmente por lixiviagdo de nitrato, volatilizagdo
de amonia e desnitrificagdo com consequente emissdo de N,O
(Thorburn et al., 2005).

As pesquisas envolvendo a problematica do N na cultura
da cana-de-agticar tém sido voltadas a melhoria de praticas
agrondmicas, principalmente ligadas as técnicas de aplicacao
dos fertilizantes nitrogenados (Meier et al., 2006) ou ao
incremento da fixacdo bioldgica de N (FBN) pela associacdo
da cultura com bactérias diazotroficas (Hoefsloot et al.,
2005). Bactérias diazotroficas podem associar-se a cana-de-
acucar, naturalmente, ou ser inoculadas para promover
efeitos benéficos (Silva et al., 2009). Algumas espécies de
bactérias endofiticas capazes de fixar N atmosférico como
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp.,
Azospirillum amazonense, Burkholderia spp. foram isoladas de
colmos e raizes de plantas de cana-de-agticar (Reis et al., 1994;
Perin, et al., 2006). Dentre essas espécies, a Gluconacetobacter
diazotrophicus parece contribuir substancialmente para o
suprimento de N na cana-de-agucar, sendo encontrada em
numero elevado, em todas as partes da cana-de-agucar (102 a
106 g! de massa fresca) (Saravan et al., 2008). Experimentos
conduzidos na India mostram que a inoculagio de G.
diazotrophicus com outras bactérias diazotroficas ou com
micorrizasarbusculares na cultura da cana-de-agticar pode
proporcionar niveis de producdo equivalentes a aplicacdo
de 275 kg de N ha' (Muthukumarasamy et al., 2002). De
acordo com Pereira et al. (2013), a inoculagdo dos toletes de
cana-de-agucar com bactérias diazotroficas promove ganhos
de biomassa na producdo de colmos, sendo a contribuicao

diferente entre variedades e estirpes inoculadas, sugerindo
uma interagao entre esses fatores.

A presenga de plantas daninhas em lavouras de cana-de-
acucar pode causar perdas na produtividade de colmos e de
acucar, 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
e causar depreciagdo no valor da terra. Dentre os métodos
de controle das plantas daninhas se sobressai, no Brasil, o
controle quimico, devido principalmente ao maior rendimento
operacional e a0 menor custo por area, comparado aos demais
métodos. Varios estudos mostram que os pesticidas podem
apresentar toxicidade também a organismos ndo-alvos. Como
exemplo, sdo comprovados casos de herbicidas sendo toxicos
a bactérias (Santos et al., 2006; Procopio et al., 2011), a fungos
(Andalo et al., 2004) e a insetos (Giolo et al., 2005; Stefanello
Junior et al., 2011). Neste sentido, ¢ importante, para o sucesso
da tecnologia de inoculacdo de bactérias diazotroficas, que
os pesticidas utilizados na cana-de-acticar ndo apresentem
efeitos bactericidas, bacteriostaticos ou mesmo prejudiquem
a eficiéncia da fixag¢@o bioldgica do nitrogénio (FBN) desses
micro-organismos.

Decorrente deste cenario, o objetivo do trabalho foi
identificar herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agtcar
que ndo afetam o crescimento ou que nao causem prejuizos a
capacidade de FBN da bactéria diazotrofica Gluconacetobacter
diazotrophicus.

Material e Métodos

Preparo do in6culo

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia do Solo da Embrapa Tabuleiros Costeiros em
Aracaju, SE. A estirpe de Gluconacetobacter diazotrophicus
(PAI-5) utilizada neste estudo foi obtida da Cole¢do de
Bactérias Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia.

As células foram ativadas em 10 mL de meio liquido
DYGs (Rodrigues Neto et al., 1986). A cultura foi incubada
a 25 °C, por 72 h, quando a densidade otica (DO, ) atingiu
aproximadamente 0,6; este mesmo procedimento de ativagdo
das bactérias foi utilizado para a preparacdo do indculo, em
todos os ensaios descritos abaixo.

Efeito de doses comerciais de herbicidas sobre o crescimento
de G. diazotrophicus

Dezoito herbicidas registrados para a cultura de cana-de-
acucar no Brasil (Tabela 1) foram avaliados quanto ao impacto
sobre o crescimento e a fixagdo biologica de nitrogénio
de Gluconacetobacter diazotrophicus em condigdes de
laboratorio. Solugdes estoques dos herbicidas foram preparadas
com agua destilada e filtrada através de membranas Millipore
com poros de 0,22 pum. As concentragdes dos herbicidas nas
solugdes estoques foram determinadas de modo que sua adi¢do
de 200 pL ao volume final de meio de cultura utilizado nos
diferentes ensaios, resultasse nas concentragdes previamente
estabelecidas para cada tratamento.

O efeito de doses comerciais de herbicidas sobre os
parametros de crescimento de G. diazotrophicus foi avaliado
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pelo monitoramento do crescimento celular por turbidimetria
das culturas inoculadas em meio liquido DYGs misturados
com os herbicidas e incubados durante 60 h.

Um volume de 200 pL das solugdes herbicidas filtradas foi
adicionado a Erlenmeyers de 50 mL contendo 25 mL de meio
liquido DYGs, de modo a atingir as concentragdes comerciais
recomendadas para cada produto (Tabela 1). Frascos controle
receberam 200 pL de 4gua destilada filtrada através de
membrana Millipore. Os frascos foram inoculados com 40
uL de uma cultura de G. diazotrophicus ativa (DO, = 0,6).
Apds a inoculacdo, os frascos foram rapidamente agitados e
seu contetido vertido em placas de Petri estéreis. Aliquotas de
200 pL dessas misturas foram transferidas para microplacas
de 96 pogos utilizando-se uma micropipeta de oito canais,
de modo que cada coluna da placa (8 pogos) recebesse um
tratamento inseticida diferente. Uma das colunas de pogos foi
preenchida com meio DYGs estéril para verificar a provavel
ocorréncia de contaminacdo 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, determinando-se o
crescimento maximo das bactérias.

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 se
encontravam indubitavelmente em fase lag. Matematicamente,
o comprimento da fase lag (tlag) foi calculado de acordo com
a seguinte equagao: te = [(anD]ag) - a]/b, em que: anDlag
corresponde ao In da média das trés primeiras leituras de DO,
e “a” e “b” ao intercepto e a inclinacdo da equagdo ajustada
para o In de DO na fase log, em fung¢ao do tempo de incubagdo.
Os valores de g e b foram estimados para cada uma das oito
repeti¢cdes, separadamente.

O tempo de geragdo de G. diazotrophicus exposta aos
diferentes herbicidas foi calculado apos transformagdo dos
dados de DO em In (DO). Para esses calculos um minimo

Tabela 1. Lista de herbicidas avaliados no presente estudo

Tolerancia da bactéria diazotréfica Gluconacetobacter diazotrophicus a herbicidas utilizados na cultura da cana-de-aguicar

de cinco leituras de DO, tomadas do meio da fase log, foram
consideradas.

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

Intensidade de inibicdo do crescimento por diferentes doses
do herbicida paraquat

O herbicida paraquat, cuja dose comercial apresentou o
efeito mais dréstico sobre o crescimento de G. diazotrophicus,
foi posteriormente avaliado para determinagio da concentragao
requerida para inibir 50% do crescimento bacteriano in vitro
(CI).

Os procedimentos utilizados para este ensaio foram os
mesmos descritos anteriormente, exceto que cinco doses deste
herbicida foram testadas (0; 7,5; 15; 30 € 60 g ha™).

As solugdes estoques foram previamente diluidas em agua
destilada em diferentes proporgdes, de modo que a adigdo de
800 pL dessas solugdes a 12,5 mL de meio de cultura liquido
DYGs fosse suficiente para atingir as doses previamente
estabelecidas para o herbicida. As microplacas foram incubadas
por 40 h a 32°C no escuro, sendo a leitura da DO realizada ao
final deste periodo.

Utilizou-se analise de regressdo para avaliar a resposta do
crescimento bacteriano ao incremento das doses do paraquat.

Efeito de doses comerciais de herbicidas sobre a atividade
de nitrogenase de G. diazotrophicus

Os herbicidas foram testados quanto ao impacto na atividade
da nitrogenase de G. diazotrophicus quando esta foi cultivada
em meio semissolido LGI-P livre de N (Dobereiner et al.,
1995). Aliquotas de 20 pL de uma cultura de G. diazotrophicus
crescida sob agitagdo por 36 h em meio DYGs liquido (DO =
0,7) foram utilizadas para inocular frascos de 50mL contendo
25 mL do meio semisso6lido com as diferentes concentra¢des de
herbicidas a serem testadas. Os herbicidas foram adicionados
ao meio semissolido utilizando-se 200 puL de solugdes estoques

Dose

Concentracio

Nome comum Marca comercial R R Modo de agéo
(g ha!) (mg L") ¢
paraquat Gramoxone 200® 600 8,48 Inibigao do fotossistema |
ametryne Gesapax® 4.000 56,54 Inibigao do fotossistema Il
amicarbazone Dinamic® 1.400 19,79 Inibigao do fotossistema I
diuron Herburon 500 BR® 3.200 45,23 Inibicdo do fotossistema Il
metribuzin Sencor 480® 1.920 27,14 Inibigao do fotossistema Il
hexazinone + diuron Velpar K WG® 396 + 1.404 5,60 + 19,85 Inibicao do fotossistema Il + Inibicdo do fotossistema Il
. . Inibicdo do fotossistema Il + Inibic&o da biossintese de
®
hexazinone + clomazone Discover 500 WP 250 +1.000 3,53 +14,14 carotendides (local de ago desconhecido)
clomazone Gamite 1100 15,55 Inibigdo dalblossmtese de carotenodides (local de agéo
desconhecido)
isoxaflutole Provence 750 WG® 262,5 3,71 :_Tg)F',QS)O en el ol s -
sulfentrazone Boral 500 SC® 800 11,31 Inibicao da protoporfirinogenio oxidase (PPO)
oxyfluorfen Goal BR® 1.200 16,96 Inibigao da protoporfirinogenio oxidase (PPO)
imazapic Plateau® 245 3,46 Inibiao da acetolactatosintase (ALS)
imazapyr Contain® 500 7,07 Inibigao da acetolactatosintase (ALS)
trifloxysulfuronsodium + ametryne  Krismate 37+1.463 0,52 +20,70 Inibigo da acetolactatosintase (ALS) + Inibigao do
fotossistema II
s-metolachlor Dual Gold® 1.920 27,14 Inibicao da divisdo celular
glyphosate Roundup® 1800 25.44 I(rélglé;;z)da 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
MSMA MSMA Sanachem 720 SL® 2.880 40,71 Desconhecido
2,4-D Aminol 806® 1.005 14,21 Mimetizador de auxinas
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de herbicidas esterilizadas por filtragdo. Essas solug¢des foram
preparadas de modo que sua adi¢do de 200 pulL a 25 mL de meio
semissolido resultasse nas concentragdes finais dos produtos,
determinada para cada tratamento (Tabela 1). Nos frascos
utilizados como controle adicionaram-se 200 pL de agua
destilada esterilizada por filtragdo em membrana Millipore
com poros de 0,22 um de diametro. Quatro frascos foram
preparados para cada tratamento; esses frascos foram fechados
com tampao de algoddo e incubados por 48 h, a 32 °C, no
escuro. Apos 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) substituidos por
acetileno de alta pureza através de uma seringa hipodérmica.

A produgdo de etileno foi determinada apos 12 h de
incubagdo a 32 °C, no escuro. Tubos sem acetileno também
foram incluidos para a quantificagdo do etileno enddégeno; em
seguida, para a determinagdo de etileno, 100 puL de amostra
gasosa da atmosfera dos frascos foram injetados em um
cromatografo a gas (Perkin-Elmer, Clarus 500) com um detector
de ionizagdo de chamas (FID) e uma coluna capilar com fase
estacionaria GS-CarbonPLOT (Agilent J&W Scientific, Santa
Clara, CA, USA). As temperaturas de operagdo da coluna, do
injetor e do detector, foram 100, 150 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 reducao doacetileno (ARA)
foram comparados com os do tratamento controle, pelo teste
de Dunnett (p < 0,05). As eventuais porcentagens de inibi¢ao
causadas pelos herbicidas foram calculadas.

Intensidade de inibi¢cdo da atividade de nitrogenase por
diferentes doses de herbicidas

Os herbicidas glyphosate e paraquat, cujas doses comerciais
apresentaram efeitos significativos sobre a atividade de
nitrogenase de H. seropedicae, foram avaliados posteriormente
para determinagd@o da concentracdo requerida para inibir 50%
da atividade nitrogenase (CI_ ).

Os procedimentos utilizados para este ensaio foram os
mesmos descritos para o ensaio anterior, exceto que cinco
doses desses herbicidas foram testadas (glyphosate - 0, 90,
270, 540 e 1.080g ha'!, paraquat - 0, 30, 90, 180, 360 g ha™").

Utilizou-se analise de regressdo para avaliar a resposta
da atividade da nitrogenase ao incremento das doses dos
herbicidas.

Resultados e Discussao

Embora a avaliagdo de crescimento tenha sido realizada
durante 60 h de incubagdo, o crescimento final maximo de
Gluconacetobacter diazotrophicus, medido pela densidade
otica maxima (DO maxima) a 450 nm, foi atingido entre 48 e
52 h, para todos os tratamentos; apenas cinco dos 18 herbicidas
testados reduziram significativamente a DO maxima quando
adicionados em suas respectivas doses comerciais: paraquat,
diuron, metribuzin, MSMA ¢ 2,4-D (Figura 1). Madhaiyan et
al. (2006) observaram que o herbicida 2,4-D reduziu em 50%
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Figura 1. Crescimento méximo da bactéria diazotréfica Gluconacetobacter
diazotrophicus, mensurado pela densidade ética (DO = 450 nm), em
meio contendo diversos herbicidas utilizados na cultura da cana-de-
acucar. ** Significativo a 1% pelo teste de Dunnett. *** Significativo a
0,1% pelo teste de Dunnett

o crescimento de G. diazotrophicus, quando foi adicionado ao
meio, na concentragdo de 22 mg L.

Especificamente para o paraquat, a inibigdo do crescimento
foi muito acentuada com a DO méaxima na presenca deste
herbicida correspondendo a menos de 5% da observada no
tratamento sem herbicida (Figura 1). Santos et al. (2006)
observaram, avaliando a toxicidade de diversos herbicidas
a duas estirpes de Rhizobium tropici, que o paraquat foi o
produto que promoveu maior inibi¢do do crescimento das
estirpes ¢ que o metolachlor resultou em pequena redugdo no
crescimento de apenas uma das estirpes.

Trés mecanismos potencialmente associados a esses
decréscimos na DO maxima foram antevistos: (i) aumento
da duracdo da fase lag; (ii) aumento do tempo de geragdo e
(ii1) redugdo da eficiéncia de utilizagdo de carbono e energia
do meio de cultura para o crescimento bacteriano. Desses
mecanismos, os dois primeiros foram testados pela estimativa
da duracgdo da fase lag e do tempo de geracdo. E importante
observar que os valores de DO maxima dos tratamentos
paraquat, diuron, metribuzin, MSMA e 2,4-D ndo se igualaram
aos maximos observados no tratamento controle, mesmo apos
um periodo prolongado de incubagdo (Figura 1) indicando
que os recursos disponiveis no meio de cultura foram usados
menos eficientemente para o crescimento bacteriano (menor
coeficiente de rendimento) na presenca desses cinco herbicidas
do que nos demais tratamentos. Sugere-se que o menor
coeficiente de rendimento de G. diazotrophicus na presenga
desses herbicidas seja derivado do custo energético requerido
para manutencdo de mecanismos metabdlicos que conferem
esta tolerancia relativa da bactéria a esses herbicidas.

Em virtude da forte inibi¢do do paraquat sobre o crescimento
de G. diazotrophicus, ndo foi possivel estimar a duragdo da
fase lag nem do tempo de geragdo para este herbicida. A fase
lag no tratamento controle teve duracdo média de 23 h (Figura
2). Trés herbicidas, amicarbazone [hexazinonet+clomazone]
e clomazone, apresentaram um pequeno aumento na fase
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lag (cerca de 1 a 2 h), o qual ndo chegou a afetar a DO
maxima desses tratamentos, demonstrando pequeno efeito
bacteriostatico. E importante ressaltar que a fase lag representa
um periodo inicial de adaptag@o da bactéria ao meio, antes do
inicio da sua fase de crescimento.
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Figura 2. Duragéo da fase lag de Gluconacetobacter diazotrophicus em meio
contendo diversos herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agucar. *
Significativo a 5% pelo teste de Dunnett. ** Significativo a 1% pelo teste
de Dunnett. " N&o detectada

Exceto para o paraquat, nenhum herbicida causou
aumento no tempo de geragdo de G. diazotrophicus (Figura
3). Os tratamentos amicarbazone e [hexazinone + clomazone]
acarretaram pequena redugdo no tempo de geragdo dessa
bactéria endofitica, indicando que referidos herbicidas
promoveram pequenos incrementos na taxa de crescimento
de G. diazotrophicus. Das & Debnath (2006) observaram que
a aplicacdo do herbicida oxyfluorfen em solo rizosférico em
area cultivada com arroz ocasionou aumento de 42,8% na
populacao de micro-organismos fixadores de N aerébios nao-
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Figura 3. Tempo de geracéo de Gluconacetobacter diazotrophicus em meio
contendo diversos herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agucar. *
Significativo a 5% pelo teste de Dunnett. ** Significativo a 1% pelo teste
de Dunnett. " N&o detectado
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simbioticos com consequente aumento de 37,5% na fixacdo
de N.

A dose de paraquat que inibiu o crescimento de G.
diazotrophicus em 50% (CI,)) foi estimada em 41 g ha'
(Figura 4), valor este que corresponde a aproximadamente uma
dose de oito a quinze vezes menor que a recomendada para
este herbicida.

0.20
0.2 §
0.20 1

0.15

Densidade dtica

0.10 ¥ =0.257909 goonme
RY =097 .
0.05 4
0.o0 T T T T T T T 1
.o 7.5 15.0 225 200 375 45.0 25 &0.0

Doselgha™)

Figura 4. Crescimento da bactéria diazotrofica Gluconacetobacter
diazotrophicus, mensurado pela densidade ética (DO = 450 nm), em
meio de cultura contendo doses crescentes do herbicida paraquat. Dose
que inibe o crescimento da bactéria em 50% = 41 g ha'!

Os unicos herbicidas que prejudicaram a fixagao bioldgica
de nitrogénio (FBN), quando em contato com a bactéria G.
diazotrophicus, foram o glyphosate e o paraquat (Figura 5). A
magnitude dessas redugdes foi extremamente drastica pois foram
necessarios apenas 92,7 g ha' de glyphosate ou 2,1 g ha' de
paraquat para que 50% da FBN fossem inibidos (Figura 6). Essas
doses estimadas pelas equacdes de regressdo sdo muito baixas,
quando comparadas com a dose normalmente aplicada desses
herbicidas nas diversas lavouras brasileiras (glyphosate - 720 a
1.800 g ha' e paraquat - 300 a 600 g ha'). Referidos resultados
nao corroboram com os encontrados por Madhaiyan et al. (20006),
que reportaram que o herbicida 2,4-D, na sua dose recomendada,
ocasionou 59,8% de reducdo na atividade de nitrogenase de
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Figura 5. Atividade de nitrogenase (produgdo de etileno) por
Gluconacetobacter diazotrophicus na presenga de diversos herbicidas
utilizados na cultura da cana-de-agucar. *** Significativo a 0,1% pelo
teste de Dunnett



S. de O. Procopio et al.

200
180 ¢ A
160 1

140

Y=43,2406+ 125, 474012040
R? =094

1204 ®
100 -
80 -

60 -

ARA (nmol CoHy h_1 frasco_l)

40 A

20 A

0 T T T T T T T T ]
¢] 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Dose (g ha_l)

615

180 ¢ B

120 ¥=5,72033+ 158,28 -34%3%
. R? =094

ARA (nmol CoHs h'l frasco'l)

0 ‘ ‘ ‘ : : ‘ ‘ : : g
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Dose (g ha'l)

Figura 6. Atividade da nitrogenase (redugdo do acetileno a etileno) por Gluconacetobacter diazotrophicus sob doses crescentes dos herbicidas glyphosate
(A) e paraquat (B). Doses que inibiram 50% da atividade da nitrogenase foram de 92,7 e 2,1 g ha'' para o glyphosate e o paraquat, respectivamente

Gluconacetobacter diazotrophicus, enquanto os herbicidas
butachlor, alachlor e atrazine inibiram a atividade nitrogenase
dessas bactérias, em 22,8; 73,6 e 65,3%, respectivamente.

Observa-se que o glyphosate ndo afetou os parametros
de crescimento da bactéria mas reduziu significativamente a
FBN. Nos ensaios envolvendo a avaliacdo do crescimento de
G. diazotrophicus o nitrogénio era fornecido no proprio meio
de cultura, ou scja, a bactéria para garantir seu suprimento de
compostos nitrogenados, como aminoacidos, nao necessitava
retirar este elemento do ar, por meio do processo de fixagdo
bioldgica. Ja nos ensaios envolvendo os testes de FBN o N nao
era disponibilizado no meio de cultura obrigando as bactérias a
retirar o nutriente do ar; decorrente desses resultados fica claro
que o glyphosate ndo ¢ toxico a bactéria, como foi verificado
com o paraquat; simplesmente ele anula a acdo da nitrogenase
dessa diazotréfica.

De acordo com Gonzalez et al. (1996), o risco de intoxicagao
de herbicidas sobre os micro-organismos ¢ maior quando os
produtos inibem processos bioquimicos comuns entre as plantas
e os micro-organismos. Glyphosate [(N-phosphonomethyl)
glycine] ¢ um herbicida ndo-seletivo que inibe a enzima
S-enolpiruvilchiquimato-3-fosfatosintase (EPSPs) que atua na
rota do acido chiquimico, envolvida na sintese de aminoacidos
aromaticos (Silva et al., 2012). A rota do chiquimato ocorre
também em micro-organismos e somente alguns grupos
sdo capazes de utilizar o glyphosate como fonte de energia e
nutrientes; consequentemente, este herbicida pode ser toxico a
varios grupos de micro-organismos (Busse et al., 2001).

Em condigdes de campo, o contato entre G. diazotrophicus ¢
os herbicidas glyphosate e paraquat devera ser, provavelmente,
muito pequeno, haja vista que esses herbicidas ndo sdo
aplicados diretamente sobre as plantas de cana-de-agucar por
nao apresentarem seletividade a esta cultura. Excetuando a
utilizagdo como maturador do glyphosate, o uso na lavoura
canavieira desses herbicidas esta centrado em aplicagdes
dirigidas a folhagem das plantas daninhas, preservando as
plantas de cana-de-agucar. Também se ressalta, que esses
xenobidticos ndo apresentam atividade no solo, ndo havendo,
portanto, a possibilidade de serem absorvidos pelas raizes
das plantas de cana-de-agucar, e assim entrar em contato

com as bactérias que estdo colonizando o interior da planta
mas, como as quantidades requeridas de cada herbicida para
prejudicar a FBN foram extremamente baixas, principalmente
para o paraquat e mesmo que esses herbicidas sejam utilizados
na maioria das vezes em jato dirigido, ou seja, evitando-se o
contato dos produtos com a folhagem da cana-de-agticar, essas
quantidades, a depender das condi¢gdes ambientais no momento
da aplicacdo, podem atingir as plantas da cultura simplesmente
sendo decorrentes de deriva. Também ¢ importante ressaltar
que o paraquat vem sendo utilizado em algumas situa¢des na
cultura da cana-de-acticar em subdoses em pds-emergéncia
total, ou seja, sobre a folhagem da cana-de-agucar, substituindo
o herbicida MSMA; entretanto, essas subdoses sdo maiores que
as verificadas como criticas nesta pesquisa podendo, assim,
causar prejuizos na fixag@o biologica de nitrogénio.

Outra preocupagao relevante seria no cultivo da cana-de-
acUcar transgénica, resistente ao glyphosate, que deve ser
lancada no Brasil nos préximos cinco anos. Neste cultivo o
herbicida glyphosate sera aplicado em pos-emergéncia da
cultura, sobre a folhagem. Pela sua alta taxa de absorgdo e
de translocagdo (sistemicidade) suas moléculas facilmente
encontrariam as bactérias diazotroficas, podendo assim
causar efeitos deletérios sobre a capacidade de FBN, o que
praticamente anularia os efeitos benéficos de uma possivel
técnica de inoculacdo dos toletes de cana-de-actcar e a
consequente reducao da necessidade de adubagio nitrogenada.

E importante salientar que os dados obtidos no presente
trabalho foram decorrentes da utilizacdo dos inseticidas
na formula¢do comercial, ou seja, principio ativo mais
todos os demais ingredientes da formulagdo, tal qual o
mesmo ¢ comercializado e, consequentemente, utilizado na
agricultura. Conforme o “Working Group Pesticides and
Beneficial Arthropods” of the “International Organization for
Biological Control of Noxious Animals and Plants (IOBC),
West Palaearctic Regional Section (WPRS)”, os estudos de
seletividade a organismos ndo-alvo devem ser conduzidos
com as formulagdes comerciais (Hassan et al., 2000), pois
se sabe que alguns adjuvantes reduzem a tensdo superficial e
facilitam a penetragdo do pesticida. Segundo Malkones (2000),
os aditivos presentes na formulagdo dos agroquimicos podem
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afetar os micro-organismos e, em certos casos, até mesmo
modificar o efeito do agroquimico.

Os resultados deste trabalho ja sdo suficientes para propor
que os herbicidas paraquate glyphosate sejam avaliados em nivel
de campo uma vez que, a partir dos mesmos, ¢ possivel afirmar
que esses compostos ocasionam paralisagdo no crescimento
(paraquat) e reducdo drastica na fixagdo de nitrogénio (paraquat
e glyphosate) a essa estirpe de G. diazotrophicus. Os demais
herbicidas avaliados ndo necessitariam desse tipo de investigagao,
pois testes in vitro mantém o micro-organismo exposto a0 maximo
ao produto fitossanitario, o que nao ocorre em condi¢cdes de
campo ja que ocorrem fatores externos que agem sobre o produto,
principalmente radiagio solar, deriva e ventos, amenizando a agdo
do principio ativo (Cavalcanti et al., 2002). Desta forma, espera-
se que produtos considerados compativeis nesse tipo de teste
também o sejam quando aplicados em condigdes de campo.

Conclusoes

Paraquat apresenta forte inibigdo sobre o crescimento de
Gluconacetobacter diazotrophicus in vitro.

Diuron, metribuzin, MSMA e 2,4-D, ocasionam pequena
redu¢do no crescimento maximo da bactéria diazotrdfica
Gluconacetobacter diazotrophicusin vitro.

Amicarbazone, [hexazinone + clomazone] e clomazone
apresentam  pequeno  efeito  bacteriostatico  sobre
Gluconacetobacter diazotrophicus.

Amicarbazone e[hexazinone+clomazone] diminuem levemente
o tempo de geragao de Gluconacetobacter diazotrophicus.

Os tratamentos contendo os herbicidas paraquat e
glyphosate acarretam efeito inibitorio sobre a fixagao biologica
de nitrogénio in vitro de Gluconacetobacter diazotrophicus.
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