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RESUMO

TIRONI, Siumar Pedro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2009.
Impacto de herbicidas na atividade microbiana em solo cultivado com cana-de-
acucar. Orientador: Marcio Henrique Pereira Barbosa. Co-Orientadores: Antonio
Alberto da Silva e Mauricio Dutra Costa.

Objetivou-se com este trabalho avaliar o impacto de herbicidas na atividade
microbiana do solo cultivado com cana-de-agucar. Para isso foram conduzidos trés
experimentos. O primeiro foi realizado em laboratorio, com dois isolados bacterianos
provenientes do solo rizosférico de cana-de-agucar, Sac 4 e Sac 13, classificados como
de alto e baixo potencial de solubilizagdo de fosfato inorganico, respectivamente. O
crescimento e o potencial de solubilizacdo de fosfato desses isolados foram avaliados na
presenga dos herbicidas trifloxysulfuron-sodium, ametryn e da mistura de
trifloxysulfuron-sodium + ametryn. Os isolados bacterianos apresentaram
comportamentos diferenciados na presenca dos herbicidas. Para o isolado Sac 4,
verificou-se reducdo do crescimentos na presenga do trifloxysulfuron-sodium +
ametryn. No entanto, ndo se observaram efeitos dos herbicidas no crescimento do
isolado bacteriano Sac 13. O potencial de solubiliza¢ao de fosfato de ambos os isolados
nao foi alterado na presenca dos herbicidas. No segundo experimento, amostras de solo
cultivado com cana-de-actcar foram tratadas com o ametryn, trifloxysulfuron-sodium, e
trifloxysulfuron-sodium + ametryn nas doses 0; 1; 2; 4 e 8 vezes a dose referéncia de
10, 0,112 ¢ 7,315 + 0,185 mg dm? do ingrediente ativo dos respectivos herbicidas.
ApoOs a aplicagdo dos tratamentos, as amostras de solo foram incubadas por 15 dias,
determinando-se a evolugao de CO; do solo (C-CO;) em intervalos de trés dias. Ao final
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do periodo de incubacgao, foram avaliados o carbono da biomassa microbiana (CBM), o
quociente metabolico (qCO,), o potencial de solubilizagdo e a solubilizacao relativa de
fosfato. Houve menor evolucdo de C-CO, no tratamento com a maior dose de
trifloxysulfuron-sodium, e menor evolugdo para o ametryn e a mistura, nas maiores
doses testadas, comparativamente com a testemunha. O CBM e o qCO, foram
influenciados negativamente pelos herbicidas ametryn e trifloxysulfuron-sodium +
ametryn, com maiores efeitos nas maiores doses. O trifloxysulfuron-sodium pouco
influenciou no CBM e causou redu¢do do qCO; com o aumento das doses aplicadas. O
potencial de solubiliza¢do de fosfato apresentou reducdo com o aumento das doses de
do ametryn e da mistura de trifloxysulfuron-sodium + ametryn, em quanto o
trifloxysulfuron-sodium estimulou esta variavel. O terceiro experimento foi conduzido
em campo, sendo os tratamentos constituidos por cultivares de cana-de-agucar
(RB867515 e SP80-1816) e por herbicidas (ametryn, trifloxysulfuron-sodium,
trifloxysulfuron-sodium + ametryn e sulfentrazone), além de uma testemunha sem
herbicida para cada cultivar. A aplicacdo dos herbicidas foi realizada em pos-
emergéncia da cultura, quando esta encontrava-se com quatro folhas completamente
expandida. Aos 7, 14 e 28 dias apds a aplicagdo dos herbicidas, foi coletado solo
rizosférico da cultura e realizadas as avaliagdes do CBM, potencial de solubilizacdo de
fosfato, potencial relativo de solubilizagao e atividade da enzima fosfomonoesterase
acida. A aplicacdo do ametryn isolado ou em mistura com trifloxysulfuron-sodium
provocou maior reducdo do CBM do solo. A solubilizagdo potencial e relativa de
fosfato diferiram entre os cultivares de cana-de-agucar, sendo maior na SP 80-1816.
Essas foram menores com a aplicagdo do ametryn e trifloxysulfuron-sodium + ametryn.
No entanto, foram estimuladas com a aplicagdo do trifloxysulfuron-sodium, e nao
influenciadas pelo sulfentrazone. As enzimas fosfatases ndo foram influenciadas pelos
herbicidas, porém apresentou maior atividade no solo risosférico da cultivar SP80-1816.
Concluiu-se que o ametryn, aplicado isolado ou em mistura ocasionou maior efeito
negativo na evolu¢do de C-CO,, no CBM, no qCO; e na solubilizagdo de fosfato
inorganico. O trifloxysulfuron-sodium promoveu menor influéncia, ocasionando

reducdo do qCO, e aumento na solubiliza¢do de fosfato inorganico.
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ABSTRACT

TIRONI, Siumar Pedro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2009.
Impact of herbicides on the microbial activity of soil cultivated with
sugarcane. Adviser: Marcio Henrique Pereira Barbosa. Co-Advisers: Antonio
Alberto da Silva and Mauricio Dutra Costa.

This work aimed at evaluating the impact of herbicides on the microbiological
activity of soil cultivated with sugarcane. A first trial was installed in the laboratory
with two bacterial isolates from the rhizosphere soil of sugarcane, Sac 4 and Sac 13,
presenting, respectively, high and low potential for phosphate (P) solubilization. The
growth and capacity of phosphate solubilization was evaluated under the presence of the
herbicides trifloxysulfuron-sodium (Envoke®™), ametryn (Metrimex 500 SC®), and
trifloxysulfuron-sodium + ametryn (Krismat”). The bacterial isolates showed distinct
behaviors in relation to the presence of herbicides in the culture medium. For Sac 4, a
reduction in growth was observed in the presence of trifloxysulfuron + ametryn.
However, the herbicides did not affect Sac 13 growth. Phosphate solubilization activity
for both isolates was not modified in the presence of the herbicides. In a second trial,
soil samples from a sugarcane plantation were treated with ametryn, trifloxysulfuron-
sodium, and the commercial mixture at doses of 0, 1, 2, 4, and 8 times the dose of 10,
0.111, and 7.315 + 0.185 mg dm’ of the active ingredient, respectively. After herbicide
application, the soil samples were incubated for 15 days and CO, evolution (C-CO,)
was evaluated every three days. After the incubation period, microbial biomass carbon
(MBC), the metabolic quotient (qCO,), the phosphate solubilization potential, and the

relative phosphate solubilization were evaluated. C-CO; evolution was higher in the
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treatment with the highest dose of trifloxysulfuron-sodium and lower in the treatments
with ametryn and trifloxysulfuron + ametryn compared to the control treatment. MBC
and the qCO, were negatively affected by ametryn and trifloxysulfuron-sodium +
ametryn. Trifloxysulfuron-sodium did not affect significantly MBC and led to decreases
in qCO; that were dose-dependent. A third trial was installed under field conditions
with treatments composed by two sugarcane varieties, RB867515 and SP80-1816, and
the herbicides ametryn, trifloxysulfuron-sodium, trifloxysulfuron-sodium + ametryn,
and sulfentrazone (Boral 500 SC®). A control treatment with no herbicide application
was also included. Herbicide application was done in post-emergence of the sugarcane.
The rhizosphere soil was collected at 7, 14, and 28 days after herbicide application
(DHA), and MBC, phosphate solubilization potential, relative phosphate solubilization
potential, and the activity of phosphomonoesterase were determined. The application of
metryn or trifloxysulfuron-sodium + ametryn led to decreases in MBC. The phosphate
solubilization potential and relative phosphate solubilization differed for each sugarcane
variety tested, with higher values for SP80-1816. These variables were reduced in the
presence of ametryn and trifloxysulfuron-sodium + ametryn and stimulated
trifloxysulfuron-sodium.  Sulfentrazone did not affect phosphate solubilization.
Phosphomonoesterase activity was influenced by the herbicides tested and showed
higher activity in the rizhosphere of SP80-1816. The herbicide ametryn, applied singly
or in combination with trifloxysulfuron-sodium, caused significant effects on the soil
microorganisms. Trifloxysulfuron-sodium was shown to be less toxic and, in some

cases, promoted beneficial effect for the soil microbiota.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a cana-de-agticar ¢ considerada a melhor alternativa para a producao
de etanol do ponto de vista econdmico, energético e ambiental (Andreoli & Souza,
2006). Todavia, para suprir a demanda deste combustivel, ha necessidade de se
aumentar e tecnificar toda a cadeia produtiva ligado ao setor sucroalcooleiro,
melhorando a estrutura das usinas, a eficiéncia de producdo e a produtividade e
aumentando a area plantada com a cana-de-agucar (Colombo, 2006).

A produtividade média nacional da cana-de-agucar estd muito aquém do
potencial produtivo da cultura. Isso pode ser atribuido a alguns fatores limitantes, dentre
eles destaca-se a interferéncia ocasionada pelas plantas daninhas. Estas, quando nao
controladas, podem causar perdas de produtividade de, aproximadamente, 40% (Kuva et
al., 2003). Além disso, essas plantas quando ndo controladas, reduzem a qualidade do
produto colhido e também a longevidade do canavial (Kuva et al., 2003; Negrisoli et al.,
2004).

O método de controle de plantas daninhas mais utilizado nos canaviais ¢ o
quimico, em razdo da praticidade, da alta eficiéncia e do baixo custo, em comparagdo
aos demais métodos de controle (Christoffoleti et al., 2006). Segundo a SINDAG
(2008), na safra de 2007, utilizaram-se 77 mil toneladas de herbicidas para o manejo de
plantas daninhas na cana-de-aglicar. Acredita-se que o uso desses produtos, possa
causar efeitos diretos e indiretos no crescimento, no desenvolvimento e na
produtividade das plantas cultivadas (Das et al., 2003; Rizzardi et al., 2003), sendo estes

efeitos dependente da interacao entre os herbicidas e o ambiente.



O periodo critico de controle de plantas daninhas na cultura da cana-de-agucar
varia de 50 a 130 dias ap6s a brotacao das gemas (Kuva et al., 2003 e 2008). Logo,
torna-se necessario a utilizacdo de herbicidas de longo efeito residual no solo, para
manter a cultura livre da infestagdo das plantas daninhas. Segundo Procépio et al.
(2003), a maioria dos herbicidas utilizados nesta cultura apresenta esta caracteristica,
destacando-se o ametryn, o trifloxysulfuron-sodium, a mistura comercial destes
(Krismat®), o sulfentrazone, entre outros (Rodrigues & Almeida, 2005). O ametryn e o
trifloxysulfuron-sodium apresentam alta mobilidade no perfil do solo, principalmente,
naqueles arenosos ¢ com baixo teor de matéria organica, enquanto o sulfentrazone
apresenta baixo potencial de lixiviagao (Vivian et al., 2006 ¢ 2007).

Existem poucos relatos sobre o impacto de herbicidas no ambiente. A maioria
dos trabalhos focalizam apenas a eficiéncia dos herbicidas no controle das plantas
daninhas (Pires et al., 2005) ¢ a seletividade destes aos gendtipos de cana-de-agucar
(Galon, 2008). No entanto, os herbicidas podem influenciar negativamente a microbiota
do solo ou causar intoxicacao nas culturas semeadas em sucessao a cana-de-agucar.

Segundo Bunemann (2006), os herbicidas pouco afetam os organismos do solo.
No entanto, ha trabalhos demonstrando efeitos desses produtos na atividade microbiana
do solo, com impactos positivos (Santos et al., 2007; Reis et al., 2008a), negativos
(Jakelaitis et al., 2006; Reis et al., 2008b) e nulos (Jakelaitis, 2007; Pereira et al., 2008).
Esses efeitos sdo influenciados pelos herbicidas e suas formulagdes (Santos et al, 2004;
2007) e pelas caracteristicas fisico-quimicas do solo (Mahia et al., 2008). Acredita-se,
também, que existam interagdes entre os herbicidas e as cultivares sobre a atividade dos
microrganismos do solo (Souchie & Abboud, 2007).

Sdo véarios os indicadores da qualidade do solo, porém a maioria das
caracteristicas quimicas e fisicas sdo pouco afetadas pelas perturbagdes do manejo
empregado em curto espago de tempo, sendo os indicadores bioquimicos e
microbiologicos os mais responsivos a estas perturbagdes (Chaer & Totola, 2007).
Dentre os indicadores do impacto de produtos xenobiodticos aos microrganismos de solo,
os mais comuns sdo: a evolu¢do de CO, do solo (C-CO,), o carbono da biomassa
microbiana (CBM), o quociente metabdlico (qCO,) (Brookes, 1995; Leita et al., 1995),
além do potencial de solubilizagdo de fosfato e da atividade das enzimas fosfatases
(Chaer & Totola, 2007).

A biomassa microbiana ¢ a fracdo viva da matéria organica do solo, sendo
responsavel pelos processos bioquimicos e biologicos que ai ocorrem (Moreira &

Siqueira, 2006). E encontrada em maior concentragdo no solo rizosférico, em funcao do
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maior aporte de carbono organico facilmente assimilavel, exsudado pelo sistema
radicular das plantas (Nautyal, 1999). O qCO; ¢ a relagdo do C-CO, e o CBM (Sylvia et
al., 2005), representando a respiracdo por unidade de biomassa. O qCO; tem como
principio avaliar o estado de estresse da biomassa microbiana, partido do principio que
o ambiente quando em equilibrio ndo ha excessiva atividade microbiana, somente
atividade de mantenga, sendo assim maiores valores de qCO, sdo atribuidos a existéncia
de condigdes estressantes aos microrganismos do solo, € os menores, & maior eficiéncia
da microbiota na incorporacao de carbono na biomassa (Sakamoto & Obo, 1994).

Na cana-de-agucar, Reis et al. (2008b) observaram efeitos negativos no C-CO, e
no CBM do solo rizosférico apés a aplicacdo do ametryn isolado ou em mistura
formulada com trifloxysulfuron-sodium, em ambiente protegido. Também, Reis et al.
(2008a) observaram alteragdo no padrao populacional de fungos e bactérias da rizosfera
da cana-de-agticar apos a aplicacdo dos mesmos herbicidas. O sulfentrazone aplicado
em lavoura de cana-de-agucar apresentou efeitos negativos na evolugao de C-CO; e
CBM do solo (Vivian et al., 2006).

A aplicacdo da mistura comercial dos herbicidas fluazifop-p-butil + fomesafen
na cultura do feijao (Phaseolus vulgaris), em sistema de cultivo convencional e plantio
direto, causou maior reducdo na biomassa microbiana do solo em comparagdo aos
herbicidas aplicados isoladamente (Santos et al., 2005), evidenciando efeito sinergistico
entre oS mesmos.

Os microrganismos solubilizadores de fosfato inorganico (MSFI) e as enzimas
fosfatases sdo indicadores ligados ao ciclo do fosforo (P) no solo, promovendo a
disponibilizagdo deste nutriente, por meio dos processos de solubilizacdo e
mineralizagdo, respectivamente. Os MSFI apresentam elevada importancia para a
produgdo agricola, atuando na disponibilizacdo de P complexados, principalmente em
solos tropicais, que apresentam grande quantidade de 6xidos de ferro (Fe) e aluminio
(Al) (Novais & Smyth, 1999).

A enzima fosfatase atua na mineralizagdo de P constituinte da fracdo orgénica do
solo, fonte de P que tem elevada importdncia em solos com baixa disponibilidade do
nutriente na forma mineral (Rheinheimer et al., 2008), podendo suprir 80% da exigéncia
desse nutriente em solos intemperizados (Tiessen et al., 1984). A atividade enzimatica ¢
influenciada por vérios fatores, inclusive por cultivares de uma mesma espécie, como
observado na cultura do arroz por Machado et al. (2006). Alguns estudos demonstraram
que nao ha interferéncia de herbicidas na atividade das enzimas fosfatases (Machado et

al., 2006; Kucharski &Wyszkowska, 2008).
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Como as demais caracteristicas microbianas, a diversidade e a populacao dos
MSFI sdo consideravelmente superiores no solo rizosférico (Nahas, 1994; Nautiyal,
1999), estes que apresentaram maior potencial solubilizacdo de P em solo rizosférico de
cana-de-agucar, comparativamente ao solo ndo rizosférico (Reis et al., 2008a), em
fun¢do da maior disponibilidade de carbono de cadeia simples liberado pelas raizes das
plantas.

Os MSFI sao influenciados pelo uso de herbicidas. Reis et al., (2008a)
observaram estimulo do potencial de solubilizagdo de fosfato inorganico no solo
rizosférico da cana-de-agucar apos a aplicagdo de trifloxysulfuron-sodium. Entretanto, a
maioria dos trabalhos demonstra efeitos negativos dos herbicidas na dindmica
populacional e na atividade dos MSFI (Das & Mukherjee, 1998; Lopez et al., 2002; Das
et al., 2003).

Desse modo, ao optar pelo método de controle quimico das plantas daninhas em
cana-de-agucar, deve-se conhecer, além da eficiéncia de controle das espécies
infestantes e da seletividade a cultura, os efeitos que estes herbicidas podem vir a causar
aos microrganismos do solo. Particularmente aos microrganismos associados as plantas,
que apresentam relacdo benéfica a cultura, e aliados a outros fatores sdo responsaveis
pelo crescimento e desenvolvimento da mesma.

Objetivou-se com o trabalho avaliar os efeitos de herbicidas utilizados na cultura
da cana-de-acuicar sobre os microrganismos do solo, na microbiota associada a rizosfera
da cana-de-agucar e nos isolados bacterianos solubilizadores de fosfato inorganico

associados a cultura.
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ACAO DE HERBICIDAS NA ATIVIDADE DE BACTERIAS ]
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO DA RIZOSFERA DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a acdo de herbicidas na atividade e no
crescimento de isolados bacterianos solubilizadores de fosfato, provenientes da rizosfera
de plantas de cana-de-agucar. Dois isolados bacterianos, Sac 4 e Sac 13, classificados
como de alta e de baixa capacidade de solubilizagdo de fosfato inorganico,
respectivamente, foram usados no experimentos. O crescimento e a atividade dos
isolados solubilizadores foram avaliados na presenca dos herbicidas trifloxysulfuron-
sodium, ametryn e trifloxysulfuron-sodium + ametryn, nas doses de 0, 2, %, 1 e 2 vezes
a dose de referéncia (0,45, 60, 0,74 + 30 mg L respectivamente). O isolado Sac 4, teve
seu crescimento reduzido na presenga dos herbicidas ametryn e do trifloxysulfuron-
sodium + ametryn, sendo a maior redugdo na presenga da mistura (92,43%). Nao se
observou efeitos dos herbicidas no crescimento do isolado bacteriano Sac 13. A
atividade solubilizadora de fosfato inorganico de ambos os isolados ndo foi alterada na
presenga dos herbicidas, indicado que estes compostos apresentam seletividade a
algumas populagdes de microrganismos do solo.

Palavras-chave: trifloxysulfuron-sodium, ametryn, microrganismos do solo.



ACTION OF HERBICIDES ON THE ACTIVITY OF PHOSPHATE
SOLUBILIZING BACTERIA ISOLATED FROM THE RHIZOSPHERE OF
SUGARCANE

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects of herbicides on the
phosphate solubilizing activity and growth of bacteria isolated from the sugarcane
rhizosphere. Two bacterial isolates, Sac 4 and Sac 13, classified as being of high and
low capacity of solubilizing inorganic phosphate, respectively, were used in the
experiments. The growth and phosphate solubilizing activity were evaluated in the
presence of trifloxysulfuron-sodium, ametryn, and trifloxysulfuron-sodium + ametryn,
at 0, %4, %, 1, and 2 times the reference dose (0.45, 60, 0.74 + 30 mg L receptivity).
For Sac 4, the herbicides ametryn and trifloxysulfuron-sodium + ametryn reduced
growth, with the largest reduction observed for trifloxysulfuron-sodium + ametryn,
while for Sac 13, no effect of the herbicides was observed. The phosphate solubilizing
activity of both bacterial isolates was not affected by the herbicides tested, indicating
that the impact of these compounds on the soil microorganisms is selective to certain
populations.

Keywords: trifloxysulfuron-sodium, ametryn, soil microorganisms.

INTRODUCAO

A disponibilidade de nutrientes ¢ um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento vegetal, sendo o fosforo (P) considerado o mais critico (Siqueira et al.,
2004). As formas insoluveis de P presentes no solo podem ser divididas em formas
organicas, que estdo ligadas aos complexos de matéria orgdnica, ¢ em formas
inorganicas, que podem se encontrar precipitadas com ions Ca’’, Fe’™ ¢ AI’" ou
adsorvidas a superficie de particulas minerais do solo (Moreira & Siqueira, 2006).

A liberacdo do P insoluvel na forma organica geralmente envolve a acdo de
enzimas denominadas de maneira geral como fosfatases. Quando na forma inorganica, a
liberacao do fosfato procede-se por fatores estritamente fisico-quimicos, e alteragdes
nesses fatores promovem o deslocamento do equilibrio para um ou outro compartimento
(Novais et al., 2007). O deslocamento do equilibrio no sentido dos produtos soluveis ¢é
obtido pelas alteracdes de fatores como o potencial hidrogenionico (pH) do solo, onde

menores valores de pH favorecem a solubilizagdao do fosfato inorganico e a quelagdo de
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cations por acidos organicos. Desse modo, a maior solubilizacdo de fosfato inorganico
ocorre na rizosfera das plantas, devido a acidificacao, em decorréncia da liberacdo de
protons pela planta e de &cidos orginicos pelos microrganismos, sendo esses
denominados de microrganismos solubilizadores de fosfato inorganico (MSFI)
(Rodriguez & Fraga, 1999).

Viérios trabalhos tém demonstrado a importancia dos MSFI do solo rizosférico
das culturas no suprimento de P e, também, na promocdo de crescimento de plantas
(Freitas et al., 1997; Gyaneshwar et al., 2002; Sundara et al., 2002). A efetividade dos
MSFI depende da interacdo destes com a planta hospedeira ¢ de sua microbiota
associada. Varios fatores influenciam a capacidade de solubilizacdo desses
microrganismos, como a fonte de carbono e nitrogénio disponiveis (Nautiyal et al.,
2000), a espécie cultivada (Grayston et al., 1996), a fonte de fosfato a ser solubilizado
(Nahas, 1996; Barroso & Nahas, 2005), entre outros, como a presenga de agrotoxicos —
inseticidas, fungicidas e herbicidas (Das & Mukherjee, 1998; Debnath, 2002; Das,
2003; Reis et al., 2008a).

A utilizacdo de herbicidas em cultivos comerciais tem grande importancia no
manejo das plantas daninhas, as quais competem com as culturas por agua, luz e
nutrientes, ocasionando perdas de produtividade. Além disso, quando ndo controladas
adequadamente em canaviais, as plantas daninhas podem reduzir a qualidade do produto
colhido e, também, a longevidade dos mesmos (Negrisoli et al., 2004). Para o manejo
das plantas daninhas em lavouras de cana-de-agucar no Brasil, o uso da mistura
comercial dos herbicidas ametryn e trifloxysulfuron-sodium, desde 2001, tem-se
expandido em fung¢do do amplo espectro de agcdo e do controle eficiente da tiririca
(Cyperus rotundus), considerada uma espécie daninha de dificil controle (Reis et al.,
2008c). No entanto, o ametryn, o trifloxysulfuron-sodium e a mistura de ambos, podem
interferir na atividade microbiana da rizosfera de plantas de cana-de-agucar, quando
cultivadas em casa de vegetacdo (Reis et al.,, 2008a). O trifloxysulfuron-sodium
apresenta acao sistémica, sendo translocado por todas as partes da planta ( Silva et al.,
2007). Ao contrario, o ametryn apresenta somente translocacdo acrdpeta nas plantas,
sendo, portanto, pouco provavel sua presenca nos exsudatos radiculares. No entanto,
acredita-se que este herbicida possa atingir a rizosfera pela percolagao no solo. De
acordo com Law (2001), cerca de 70% do herbicida atinge o solo no momento da sua
aplicagdo. O ametryn e o trifloxysulfuron-sodium apresentam alta mobilidade no perfil

do solo, principalmente, em solos arenosos e com baixo teor de matéria organica
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(Vivian et al., 2007), desse modo, podem atingir com facilidade a rizosfera das plantas
cultivadas.

Na literatura foram encontrados poucos relatos de trabalhos realizados para
avaliar a toxicidade in vitro de herbicidas sobre bactérias solubilizadoras de fosfato
inorganico. De acordo com Alves et al. (1998) os estudos in vitro tém a vantagem de
expor a0 maximo o microrganismo a agdo do agrotdxico, fato que nao ocorre em
condi¢des de campo, onde varios fatores servem de obsticulo a essa exposi¢do. Desse
modo, a ndo toxicidade de um produto ao microrganismo em laboratdrio, confirma sua a
sua seletividade no campo. Todavia, a alta toxicidade de um composto in vitro nem
sempre indica a sua elevada toxicidade em campo, mas sim a possibilidade da
ocorréncia de danos dessa natureza. Nobrega et al. (2004) acrescentam que os testes in
vitro sao rapidos e de custo relativamente baixo.

Objetivou-se, com este trabalho avaliar o efeito dos herbicidas ametryn,
trifloxysulfuron-sodium e a mistura comercia desses no crescimento e na atividade de
isolados bacterianos solubilizadores de fosfato inorganico obtidos de solo rizosférico de

plantas de cana-de-agucar.

MATERIAL E METODOS

Amostras de solo rizosférico de cinco lavouras de cana-de-acticar foram
coletadas e caracterizadas quimicamente (Tabela 1). Todas as lavouras localizam-se no
municipio de Vigosa-MG e ndo apresentavam historico de aplicagdo de herbicidas.

Para obtengdo dos isolados bacterianos solubilizadores de fosfato, foram
preparadas diluicdes seriadas até a 10, a partir da suspensio de 10 g de solo rizosférico
de plantas de cana-de-agticar em 90 mL de solug¢do salina (NaCl 0,85%), com trés
repetigdes. Aliquotas de 0,1 mL das diluigdes 107, 10™ ¢ 10™ foram inoculadas na
superficie do meio Glicose-Extrato de Levedura (GEL), suplementado com fosfato de
calcio. Apods sete dias de incubagdo a 30 °C, as bactérias solubilizadoras de fosfato
inorganico foram selecionadas pela presenga de halos de solubilizacdo em torno da
colonia.

Cada isolado foi inoculado e reinoculado na superficie do meio GEL e ambas as
inoculagdes incubadas por sete dias a 30 °C. Posteriormente, foi determinado o indice
de solubilizacdo (IS) de fosfato de calcio, obtido pela razdo entre o didmetro do halo e o

diametro da colonia, conforme descrito por Kumar & Narula (1999), sendo a capacidade
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de solubilizagdo de fosfato classificada em baixa (IS < 2), média (2 <IS < 3) e alta (IS >
3), de acordo com Silva Filho & Vidor (2000).

Vinte isolados bacterianos solubilizadores de fosfato inorganico foram obtidos
da rizosfera de cana-de-acucar, das lavouras canavieiras do municipio de Vigosa-MG
(Tabela 2). Tais isolados diferiram quanto a capacidade de solubilizar fosfato de calcio
in vitro, apresentando indices de solubilizagdo (IS) entre 1,26 ¢ 3,66 (Tabela 2).

Para avalia¢ao de crescimento, foram selecionados dois isolados bacterianos, o
Sac 4 e o Sac 13, classificados como de alta e baixa capacidade de solubilizagdo,
respectivamente (extremos das amostras coletadas). O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes. Os tratamento foram
dispostos em esquema fatorial (3 x 5 x 48) para cada isoldado bacteriano, sendo o fator
A comporto pelos herbicidas Envoke® (trifloxysulfuron-sodium — 0,45 mg L),
Metrimex 500 SC® (ametryn - 60 mg L) e Krismat® (ametryn + trifloxysulfuron-
sodium - 30 + 0,74 mg L'l); o fator B pelas doses de 0, Y4, %, 1 e 2 vezes a de referéncia
(correspondente as doses comerciais recomendadas); e o fator C pelos periodos de
avalia¢do, com intervalo de 1 hora durante 48 horas. O ensaio foi conduzido em placas
de Elisa contendo 150 pL de meio Caldo Nutriente, suplementado com as doses de
herbicidas, onde foram inoculados isolados Sac 4 e Sac 13, previamente cultivadas por
24 h a 30 °C em meio Caldo Nutriente. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h,
sendo as taxas de crescimento dos isolados avaliadas em intervalos de uma hora por
meio de leituras em espectrofotdmetro com filtro de 560 nm. O crescimento relativo dos
isolados foram comparados nos tratamentos com os herbicidas na dose de referéncia,
considerando o tratamento com a dose zero como o crescimento padrdo (100%). As
demais avaliagdes foram realizadas comparando o crescimento dos isolados bacterianos
em cada tratamento com herbicidas e doses ao longo do tempo.

Também foi avaliado o potencial de solubilizagdo de fosfato dos isolados
bacterianos, perfazendo um tratamento fatorial (2 x 4), onde o primeiro fator foi
composto pelos isolados bacterianos Sac 4 e Sac 13; e o segundo pelos herbicidas
ametryn, ametryn + trifloxysulfuron-sodium e trifloxysulfuron-sodium, na doses de
referéncia, além de um tratamento sem aplicacdo de herbicidas. Ambos os isolados
foram inoculados em erlenmeyers contendo 50 mL de meio NBRIP liquido (Nautiyal,
1999), com adicao de fosfato de calcio (CasPsHO;3), em quantidade equivalente a 5 g de
P L, suplementado com os herbicidas. Os erlenmeyers contendo os tratamentos foram

submetidos a agitacdo (200 rpm) por trés dias, a 30 °C (trés repeti¢des por tratamento).
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A inoculacdo foi realizada por meio de uma alcada, transferindo-se células
previamente cultivadas por 24 h a 30 °C em tubos de Agar Nutriente inclinado. Apos a
incubacdo, determinou-se o potencial hidrogenionico (pH) do meio e, posteriormente
realizou-se a centrifugacdo por 20 minutos a 8.000 rpm, realizando-se a determinagao
do fosforo soluvel do sobrenadante pelo método colorimétrico descrito por Braga & De
Fellipo (1974).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (F), em sendo significativos,
os fatores qualitativos foram comparados por meio de contrastes ortogonais (Tabela 3)
utilizando o software estatistico SAS. Os quantitativos avaliados por regressao,
utilizando as médias de cada tratamento, onde a escolhas dos modelos foram baseados
na significdncia estatistica (teste F e R’= S.Q.Regressao/S.Q.Tratamento) e na
explicagdo bioldgica, conforme o modelo utilizado por Massenssini et al. (2008). As
regressdes foram comparadas pelo teste de identidade de modelos, onde os completos
foram comparados com o modelo reduzido (Regazzi & Silva, 2004). Em todos os testes

utilizou-se o nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o isolados bacteriano Sac 13 apresentou maior
crescimento relativo, em relacdo ao Sac 4, em todos os tratamentos (Tabela 4).
Observou-se estimulo ao crescimento com os tratamentos para o sac 13 (101,46%)
enquanto o Sac 4 foi prejudicado pelos herbicidas.

Comparando os tratamentos com herbicidas com a testemunha, para o isolado
Sac 4, ndo se observaram efeitos dos tratamentos no crescimento bacteriano. Porém
entre os herbicidas, observou-se maior crescimento quando tratado com o
trifloxysulfuron-sodium. Comparando os tratamentos com ametryn ¢ a mistura de
trifloxysulfuron-sodium + ametryn ndo observou-se diferenga (Tabela 4). Reis et al.
(2008a), ao avaliarem os efeitos de herbicidas sobre atividade microbiana da rizosfera
de plantas de cana-de-agucar verificaram que o trifloxysulfuron-sodium nao foi
prejudicial aos microrganismos do solo, ao passo que o ametryn, o 2,4-D e a mistura
comercial de trifloxysulfuron-sodium + ametryn influenciaram negativamente a
microbiota do solo.

A interferéncia do ametryn e do trifloxysulfuron-sodium + ametryn aos
microrganismos do solo sdo atribuidos, em parte, ndo aos ingredientes ativos, mas de

outros compostos presentes nas formulagdes. Alguns autores associam os efeitos dos
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herbicidas sobre os microrganismos aos solventes, surfatantes e agentes molhantes
presentes nas formulagdes (Malkones, 2000; Santos et al., 2004).

Na avaliacdo do crescimento relativo do isolado bacteriano Sac 13, ndo foram
observadas diferencas ao se comparar a testemunha sem herbicida contra os tratamentos
com herbicidas (Tabela 4). Também ndo foram observadas diferencas quando
comparados os tratamentos herbicidas entre si (Tabela 4). Desse modo evidencia-se a
menor influéncia dos herbicidas no crescimento do Sac 13. Estes resultados corroboram
com os encontrados por Massenssini et al. (2008), os quais verificaram que as
formulag¢des de glyphosate reduziram, in vitro, o crescimento relativo em 50 e 14% de
bactérias de alta e baixa capacidade de solubilizagdo de fosfato inorganico,
respectivamente.

Houve diferenca na atividade de solubilizacdo de fosfato inorganico ao
contrastar os dois isolados bacterianos entre si, em todos os tratamentos, onde maiores
valores foram observados no Sac 4, comprovando assim o maior potencial de
solubilizacdo de fosfato inorganico desse isolado (Tabela 4).

Para o isolado Sac 4 ndo foram observadas diferencas entre a testemunha ¢ os
tratamentos com herbicidas no potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico (Tabela
4). No entanto, maior valor foi observado no tratamento com trifloxysulfuron-sodium
em relacao aos demais herbicidas. Nao constatou-se distingdo na variavel estudada ao
comparar os tratamentos com ametryn e a mistura sobre o isolado Sac 4 (Tabela 4). Este
resultado esta de acordo com o encontrado por Reis et al. (2008b) que observaram
reducdo do potencial de solubilizagdo de fosfato inorganico pela microbiota do solo
rizosférico de cana-de-agucar apds a aplicagdo do ametryn isolado ou em mistura com o
trifloxysulfuron-sodium. Madhaiyan et al. (2006) relataram que o atrazine (mesmo
grupo quimico do ametryn), inibidor do fotossistema II, reduziu pela metade a atividade
solubilizadora de fosfato inorganico da bactéria Gluconoacetobacter diazotrophicus.

Para o Sac 13, ndo foram observadas diferengas quando comparado os
tratamentos com aplica¢do dos herbicidas com a testemunha, e nem entre os tratamentos
com herbicidas entre si, para a variavel potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico
(Tabela 4). Demonstrando assim, menor sensibilidade deste isolado aos herbicidas
testados.

De acordo com o teste de identidade de modelos, observou-se que a aplicacao
dos herbicidas nas diferentes doses afetou a taxa de crescimento dos isolados
bacterianos de forma diferenciada, verificado pela ndo sobreposi¢do das curvas de

presenca e auséncia dos herbicidas (Figura 1 e 2).
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Para o isolado bacteriano Sac 4, verificou-se que o crescimento na presenca dos
herbicidas foi afetado em todas as doses testadas (Figura 1 B e C), com excecdo do
trifloxysulfuron-sodium (Figura 1A). Apesar de bactérias possuirem a enzima
acetolactato sintase (ALS), o trifloxysulfuron-sodium, inibidor dessa enzima, ndo se
mostrou prejudicial. As curvas dos tratamentos com ', ¥4 ¢ 1 vez a dose de ametryn nao
diferiram entre si, porém, diferentes da curva sem aplicagdo do herbicida e da curva de
dose 2 vez, evidenciando-se que a metade da dose apresenta o mesmo potencial de risco
dose de referéncia, porém, menor que o dobro da dose (figura 1B). O trifloxysulfuron-
sodium + ametryn apresentou efeito negativo no crescimento desse isolado em todas as
doses testadas (Figura 1C). Na dose de referéncia todos os herbicidas nao afetaram a
taxa de crescimento em relagdo a tratamento sem herbicida (Figura 1D).

Verificou-se que o crescimento do isolado Sac 13 na presenca dos herbicidas foi
afetado em todas as doses testadas (Figura 2 A, B e C), com excecdo das ¥4 ¢ 1 vez a
dose de referéncia de trifloxysulfuron-sodium, sendo representadas por tnico modelo
(Figura 2 A). O ametryn apresentou maior efeito no crescimento desse isolado, uma vez
que o modelo ndo foi significativo para as doses %, 1 e 2 vez a dose recomendada
(Figura 2 B). Na dose de referéncia os herbicidas afetaram a taxa de crescimento
bacteriano em relacdo a testemunha, indicando que esse isolado ¢ mais sensivel aos
herbicidas, em relagdo ao isolado Sac 4 (Figura 2 D).

Conclui-se que, independentemente do herbicida avaliado, o crescimento
relativo e a taxa de crescimento in vitro das bactérias provenientes da rizosfera de cana-
de-acgucar sao afetados de forma diferenciada. No entanto, a atividade solubilizadora de
fosfato inorganico foi pouco influenciada pela presenca dos herbicidas. Dentre os
herbicidas testados e as caracteristicas avaliadas, o trifloxysulfuron-sodium demonstra

ser pouco toxico as bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas das amostras (0-10 cm) de solo coletadas em
lavouras canavieiras do municipio de Vigosa - MG. Vigosa-MG, 2008

Caracteristicas quimicas’

Local’  pH P K'  H+Al AP Ca¥ Mg© T V m MO
H,O mg dm” cmol, dm™ % dag kg'!

01 59 34 52 347 00 1,7 1,0 63 45 0,0 1,9

02 6,5 10,9 126 1,98 0,0 49 1,5 &7 77 0,0 2,6

03 6,4 9,6 58 1,32 0,0 2 1,2 4,67 72 0,0 1,1

04 5,4 10,4 1380 5,78 0,1 240 0,80 933 380 3 1,70

05 5,8 22 42 495 0,0 22 1,0 826 40 0,0 2,4

! Anélises realizadas nos Laboratérios de Analises Fisicas e Quimicas de Solo do Departamento de Solos
da UFV; ? Local de coleta: 01) Fazenda Bom Sucesso; 02) Fazenda Hipoteca; 03) Fazenda Morro
Grande; 04) Fazenda Recanto de Maria ¢ 05) Viveiro Jurandir; T: Capacidade da troca de cations (pH 7);
V:Saturagdo de bases; m:Saturacdo de aluminio; MO: matéria organica.

Tabela 2. Isolados bacterianos solubilizadores de fosfato inorganico, indice de
solubilizacao (IS) e procedéncia (local de coleta). Vigosa — MG, 2008

Numero Isolado IS Local de coleta
01 Sac 8 3,22 Fazenda Bom Sucesso
02 Sac 20 1,26 Fazenda Bom Sucesso
03 Sac 1 2,31 Fazenda Hipoteca
04 Sac 6 2,02 Fazenda Hipoteca
05 Sac 7 3,28 Fazenda Hipoteca
06 Sac 9 1,67 Fazenda Hipoteca
07 Sac 3 2,90 Fazenda Morro Grande
08 Sac 5 3,17 Fazenda Morro Grande
09 Sac 11 2,44 Fazenda Morro Grande
10 Sac 17 2,37 Fazenda Morro Grande
11 Sac 13 1,44 Fazenda Recanto de Maria
12 Sac 2 3,23 Viveiro Jurandir
13 Sac 4 3,66 Viveiro Jurandir
14 Sac 10 1,32 Viveiro Jurandir
15 Sac 12 2,57 Viveiro Jurandir
16 Sac 14 3,00 Viveiro Jurandir
17 Sac 15 1,33 Viveiro Jurandir
18 Sac 16 3,42 Viveiro Jurandir
19 Sac 18 3,23 Viveiro Jurandir
20 Sac 19 3,00 Viveiro Jurandir
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Tabela 3. Estimativa dos contrastes ortogonais de crescimento relativo (%) e potencial
de solubilizacao de fosfato inorganico dos isolados bacterianos, tratados com
a dose de referéncia dos herbicidas

Contraste ortogonal

Tratamento Ci C, G G Cs Cs &
1. Sac4 Testemunha + +
2. Sac4 HA' + - +
3. Sac4 HB? + - - +
4. Sac4 HC? + - - -
5. Sac13 Testemunha - +
6. Sac13 HA' - - +
7. Sac 13 HB? - - - +
8. Sac13 HC? - - - -

' HA: trifloxysulfuron-sodium, marca comercial Envoke®; *HB: ametryn, marca comercial Metrimex
500 SC®; *HC: trifloxysulfuron-sodium + ametryn, marca comercial Krismat®.

Tabela 4. Crescimento relativo e fosforo liberado pelos isolados bacterianos da
rizosfera de cana-de-agucar cultivados em meio liquido NBRIP,
suplementado com os herbicidas trifloxysulfuron-sodium, ametryn e
trifloxysulfuron-sodium + ametryn, na dose de referéncia, por 48 h a 30 °C
e por 3 dias a 30 °C, respectivamente. Vigosa, 2008

Contrastes ortogonais'

Variavel avaliada Ci &) G Cs Cs Cs G
la4)x(5a
8)! Mx@Bad) @)x@+4) 3)x @) B)x(6a8 (6)x(7+8) (DHx(®)
98,00%* 100 103,50% 96,09 100,00 101,09 102,32
Crescimento (%)
101,46 97,33 94,25 92,40 101,95 102,28 102,45
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 188874
. 29459,62*% 2952333 30231,85%  28947,40 19189,99 18851,85 0
P liberado (pg L) 18995.9

18981,29  29438,39  29041,66  29135,92  18911,72 18941,66 2

* Contrastes significativos a 5% de probabilidade. ' Tratamentos: 1 e 5 - sem aplicagio de herbicidas, 2 e
6 - trifloxysulfuron-sodium, 3 e 7 - ametryn, 4 e 8 - trifloxysulfuron-sodium + ametryn, avaliados
respectivamente sobre os isolados bacterianos Sac 4 e Sac 13.
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Figura 01. Curvas de crescimento do isolado bacteriano (Sac 4) da rizosfera de cana-
de-acucar, cultivado em meio caldo nutriente por 48 h a 30 °C, na presenca

dos

herbicidas

trifloxysulfuron-sodium

(HA), ametryn (HB)

trifloxysulfuron-sodium + ametryn (HC), nas doses de 0, %, % , 1 ¢ 2

vezes a dose de referéncia, e de todas as formulag¢des na dose de referéncia
(HI). Vigosa, 2008.
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Figura 02 - Curvas de crescimento do isolado bacteriano (Sac 13) da rizosfera de cana-
de-acucar, cultivado em meio caldo nutriente por 48 h a 30 °C, na presenga
dos herbicidas trifloxysulfuron-sodium (HA), ametryn (HB) e
trifloxysulfuron-sodium + ametryn (HC), nas doses de 0, 2, %, 1 e 2 vezes
a dose de referéncia, e de todas as formula¢des na dose de referéncia (HI).

Vicosa, 2008.
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EFEITO DE HERBICIDAS NA ATIVIDADE MICROBIANA DO SOLO

RESUMO

Objetivou-se com o trabalho avaliar os efeitos de herbicidas e doses na atividade
microbiana e no potencial de solubiliza¢ao de fosfato inorgéanico de solo cultivado com
cana-de-agucar. Os tratamentos foram constituidos pelos herbicidas ametryn,
trifloxysulfuron-sodium ¢ a mistura (ametryn + trifloxysulfuron-sodium) aplicados nas
doses 0, 1, 2, 4 ¢ 8 vezes a dose referéncia de 10, 0,112 ¢ 7,315 + 0,185 mg dm? do
ingrediente ativo dos respectivos herbicidas. Apds aplicagdo dos tratamentos as
amostras de solo foram incubadas por 15 dias, realizando-se as avaliagdes da evolugdo
de CO; do solo (C-CO,) em intervalos de trés dias. Ao final do periodo de incubagdo
foram realizadas andlises do carbono da biomassa microbiana (CBM), quociente
metabolico (qCO,), potencial de solubilizagdo e solubilizacdo relativa de fosfato
inorganico do solo. A evolugdo de C-CO, foi influenciada com as maiores doses dos
herbicidas, sendo reduzida com aplicagdo do trifloxysulfuron-sodium (10,31%) e
elevada com os demais herbicidas, com maiores efeitos logo apos a aplicagdo. O CBM e
0 qCO; foram influenciados negativamente pelos herbicidas ametryn e trifloxysulfuron-
sodium + ametryn, com maiores efeitos quanto maior as doses. O trifloxysulfuron-
sodium provocou a redu¢do do CBM nas menores doses e incremento do mesmo nas
maiores, promovendo e reducdo do qCO,. A solubilizacdo potencial de fosfato
inorganico decresceu com a aplicagdo do ametryn (47,20%) e da mistura (13,55%),
sendo estimulada pelo trifloxysulfuron-sodium (25,48%). O potencial de solubilizacao

relativa teve comportamento semelhante.
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Palavras-chave: biomassa microbiana, solubilizagdo de fosfato, ametryn,

trifloxysulfuron-sodium.

EFFECTS OF HERBICIDES ON THE MICROBIAL ACTIVITY OF THE SOIL

ABSTRACT

This work aimed at evaluating the effects of herbicides applied at increasing
doses on the microbial activity and inorganic phosphate solubilization potential of a soil
cultivated with sugarcane. The treatments were composed by the herbicides ametryn,
trifloxysulfuron-sodium, and ametryn + trifloxysulfuron-sodium at 0, 1, 2, 4, and 8
times the reference doses of 10, 0.112, and 7.315 + 0.185 mg dm’ of the active
ingredient, respectively. After herbicide application, soil samples were incubated for 15
days and CO;, evolution (C-CO;) was evaluated every three days. At the end of
incubation, the microbial biomass carbon (MBC), the metabolic quotient (qCO2), the
phosphate solubilization potential, and the relative phosphate solubilization were
evaluated for the treatments tested. C-CO, evolution was affected by the herbicides and
increasing application doses. Trifloxysulfuron-sodium caused a reduction in C-CO,
evolution of 10.3% in comparison to the control. MBC and qCO, were negatively
affected by the herbicides ametryn and trifloxysulfuron-sodium + ametryn.
Trifloxysulfuron-sodium reduced MBC when applied at decreasing doses; the reverse
was observed for qCO,. The phosphate solubilization potential was reduced with the
application of ametryn (47.20 %) and trifloxysulfuron-sodium + ametryn (13.55 %),
while trifloxysulfuron-sodium applied singly stimulated this activity in the soil (25.48
%). Similar behavior was observed for the relative phosphate solubilization.

Keywords: microbial biomass, phosphate solubilization, ametryn, trifloxysulfuron-

sodium.

INTRODUCAO

No Brasil, a area cultivada com cana-de-agucar vem se expandindo rapidamente
nos ultimos anos, com perspectivas de maior crescimento nas proximas safras (IBGE,
2008). A producao da cana-de-agucar estd sendo estimulada principalmente para suprir

a crescente demanda de etanol, usado como combustivel. Essa cultura ¢ de grande
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importancia para a economia Brasileira, tendo em vista que ¢ a mais utilizada para a
producdo de agtcar e alcool (Christoffoleti et al., 2006).

O aumento da demanda de alcool leva a necessidade de se elevar a produtividade
da cana-de-acucar. No entanto, existem alguns fatores limitantes, a exemplo da baixa
fertilidade do solo (Reis Jr. & Monnerat, 2002) e da interferéncia causada pelas plantas
daninhas, que podem frustrar os esfor¢os para o aumento da produtividade (Kuva et al.,
2003). Entre os nutrientes limitantes para a produtividade da cana-de-acucar destaca-se
o potassio (K), fosforo (P) e enxofre (S) (Reis Jr. & Monnerat, 2002). As plantas
daninhas competem com a cultura pelos recursos escassos do meio, inclusive por
nutrientes, causando perdas expressivas na produtividade, na qualidade do produto
colhido e também na longevidade do canavial (Kuva et al., 2003; Negrisoli et al., 2004).

A dinamica dos nutrientes no solo ¢ influenciada pela atividade microbiana, que
promove a decomposi¢do da matéria organica (mineralizagdo) e solubilizacdo de
nutrientes contidos na fase sélida do solo, com destaque para o P (Tétola & Chaer,
2002; Bottomley, 2005). Esses microrganismos também desempenham outras funcdes
importantes como a supressao de patogenos, produgdo de fitormonios, decomposicao de
compostos xenobidticos, dentre eles, os agrotdxicos (Bottomley, 2005).

A utilizagdo de agrotéxicos, em especial os herbicidas, podem influenciar a
dindmica dos microrganismos do solo (Santos et al., 2005; Jakelaitis et al., 2007; Reis et
al., 2008a), podendo apresentar efeitos maléficos, benéficos (Reis et al., 2008b) ou
nulos (Pereira et al., 2008). Dentre os indicadores do impacto de produtos xenobidticos
sobre os microrganismos de solo, os mais comuns sdo: a evolugdo de CO, do solo (C-
CO,), o carbono da biomassa microbiana (CBM) e o quociente metabdlico (qCO;)
(Brookes, 1995), e o potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico, usado como
indicador da dindmica do P no solo (Leita et al., 1995). A biomassa microbiana do solo
¢ a fragdo viva da matéria organica, responsavel por processos bioquimicos e bioldgicos
(Moreira & Siqueira, 2003), encontrada em maior concentragdo no solo rizosférico, em
funcdo do maior aporte de carbono organico facilmente assimilavel, exsudado pelo
sistema radicular das plantas (Nautyal, 1999). O qCO, representa a respiragdo por
unidade de biomassa, em que os maiores valores sdo atribuidas a condi¢des estressantes
aos microrganismos, € os menores a maior eficiéncia desses na incorporagao de carbono
a biomassa (Sakamoto & Obo, 1994).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato inorganico (MSFI) sao
considerados indicadores de impactos ao ambiente e importantes para a produgdo

agricola. Os MSFI tém maior importancia em solos tropicais, os quais apresentam
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grande quantidade de P complexados com o6xidos de ferro (Fe) e aluminio (Al) (Novais
& Smyth, 1999). Alguns trabalhos demonstram a importancia dos MSFI encontrados no
solo rizosférico no suprimento de P e, conseqiientemente, na promocao de crescimento
das plantas (Freitas et al., 1997; Gyaneshwar et al., 2002), em conseqiiéncia da intera¢ao
com as plantas. Todavia, varios fatores influenciam a atividade dos microrganismos do
solo, e a solubilizacdo de fosfato inorganico, tais como a fonte de carbono e nitrogénio
disponiveis (Nautiyal et al., 2000), a espécie de planta cultivada (Grayston et al., 1996),
a fonte de fosfato (Barroso & Nahas, 2005), e a presenca de agrotoxicos (inseticidas,
fungicidas e herbicidas) (Das, 2003; Reis et al., 2008a).

O manejo do solo pode interferir na qualidade deste, comprometendo a
estabilidade e a sustentabilidade do sistema (Franzluebbers, 2007). Todavia, a maioria
das caracteristicas fisico-quimicas do solo sdo pouco alteradas pelo sistema de manejo
adotado em curto espaco de tempo. Os indicadores mais responsivos no curto prazo sao
os critérios bioquimicos e microbiologicos em funcdo da maior sensibilidade as
perturbagdes (Chaer & Totola, 2007), estes de grande importancia ao sistema agricola.
Souza et al. (2008) ao investigarem os indicadores da qualidade do solo em relagdo a
intensidade de pastejo ndo observaram redugdo do carbono total do solo, porém
denotaram alteragdes no carbono e no P da biomassa microbiana. Reis et al. (2008a)
observaram estimulo de solubilizacdo de fosfato inorganico do solo rizosférico de cana-
de-agucar cultivada em ambiente protegido, ao aplicaram o trifloxysulfuron-sodium
sobre a cultura. Entretanto, Vivian et al. (2006) e Reis et al. (2008b) verificaram que
outros herbicidas utilizados na cultura influenciaram negativamente o CBM, o qCO; e
outros indicadores microbiologicos da qualidade do solo na cana-de-agucar.

O método de manejo das plantas daninhas mais utilizado em lavouras de cana-
de-agucar ¢ o quimico, com o uso de herbicidas (Christofoletti, 2006). Para esta cultura,
sdo utilizados herbicidas de alta persisténcia no solo, para controlar o estabelecimento
das plantas daninhas por longo espago de tempo, em fung¢do do periodo critico de
controle das plantas daninhas da cultura ser logo, variando de 50 a 130 dias apos a
emergéncia (Procopio et al., 2003; Kuva et al., 2003). Dentre os herbicidas utilizados na
cultura da cana-de-acticar destacam-se o ametryn e o trifloxysulfuron-sodium,
classificados como muito toxico e téxico, para o ambiente (Agrofit, 2008). Estes
herbicidas podem ser aplicados isoladamente ou em mistura comercial, aumentando
assim o espectro de controle (Syngenta, 2006).

Objetivou-se com o trabalho avaliar o efeito de doses dos herbicidas ametryn,

trifloxysulfuron-sodium e trifloxysulfuron-sodium + ametryn sobre a evolucao de CO,
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do solo (C-CO,), carbono da biomassa microbiana (CBM), quociente metabdlico
(qCO,) e no potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico de solo cultivado com

cana-de-agucar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Herbicida no Solo do
Departamento de Fitotecnia e no Laboratério de Associacdes Micorrizicas do
Departamento de Microbiologia/BIOAGRO, ambos da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vicosa-MG. Amostras de solo foram coletados em area cultivada com cana-de-
acucar, na Estacdo Experimental da Horta Nova, pertencente a UFV, no Municipio de
Vigosa-MG. As amostras de solo coletadas foram peneiradas (malha de 2 mm), e
armazenadas a 4 °C, por um dia, sendo realizado a analise de equivalente umidade e das
caracteristicas fisicas e quimicas (Tabela 1). A seguir, amostras de 100 g de solo a 60%
da capacidade de campo foram acondicionadas em frascos, realizando-se a aplicagdo
dos tratamentos, seguida da incubagdo por 15 dias a 22°C (£2). O experimento foi
realizado em delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes. Cada frasco correspondeu a uma unidade experimental. Os tratamentos
foram constituidos de um esquema fatorial (3 x 5), sendo o fator A constituido pelos
herbicidas formulados Metrimex 500 SC® (ametryn - 10 mg dm™), Envoke®”
(trifloxysulfuron-sodium - 0,112 mg dm™) e Krismat® (ametryn + trifloxysulfuron-
sodium — 7,315 + 0,185 mg dm’3) e o fator B pelas doses 0, 1, 2, 4 ¢ 8 vezes a dose
referéncia de cada herbicida (proporcional a recomendada).

Para avaliacdo da taxa respiratoria utilizou-se o método respirométrico de
avaliagdo do C-CO; evoluido do solo. As amostras foram incubadas durante 15 dias em
frascos hermeticamente fechados. O C-CO, liberado do solo foi carreado por fluxo
continuo de ar (isento de CO,) até um tubo contendo 30 mL de solu¢do de NaOH 0,25
mol L', Em intervalos de trés dias estimou-se o C-CO; evoluido a partir da titulacao de
10 mL da solugio de NaOH com solugdo de HCI 0,1 mol L, preenchendo-se
novamente os tubos com 30 mL de solu¢do de NaOH 0,25 mol L. Como padrio de
comparacao, indicando a qualidade do ar, utilizou-se frascos sem solo, chamado de
amostra “em branco” em relag¢do as demais.

Ap6s o periodo de incubacdo foi determinada a anélise do carbono da biomassa
microbiana (CMB), seguindo o método descrito por Vance et al. (1987), modificado por

Islam & Weil (1998). Foram retiradas duas por¢des de solo de cada tratamento (18 g),
27



uma foi submetida a radiacdo de microondas por tempo previamente calculado (60 s +
60 s) substituindo a fumigagdo com cloroféormio. Foram adicionados as amostras de solo
80 mL de K>SO, 0,5 mol L. Em seguida as amostras foram agitadas por 30 minutos
em mesa agitadora horizontal, permanecendo em repouso por mais 30 minutos para
decantagdo. Posteriormente a fase superior foi filtrada em filtro de papel Whatman n°
42. Foram adicionados 10 mL do filtrado em tubos digestores, e ap6s adicionados os
reagentes: 2 mL de solu¢do K,Cr,0O7 0,0667 mol L'l; e 10 mL de H,SOy4 concentrado.
Apds o resfriamento, a solucdo foi completada para 100 mL com &gua destilada e
adicionado o indicador de difenilamina (seis gotas), procedendo em seguida a titulagdo
com solucdo 0,333 mol L' de (NH4),Fe(SOs4), até a mudanca de coloragdo para
vermelho-tijolo. O CBM foi estimado pela diferenga entre a amostra irradiada da ndo
irradiada. Com a relagdo entre os valores de C-CO, e do CBM determinou-se o
quociente metabdlico (qCO;), que representa a quantidade de evolugdao de CO, diério
por unidade de biomassa.

Apo6s o periodo de incubagdo, determinou-se o potencial de solubilizagdo de
fosfato inorganico pelos microrganismos do solo, em meio liquido. Para isso, transferiu-
se 1 g de solo, de cada tratamento, para tubo de ensaio com meio liquido NBRI, pH 6,8-
7,0, contendo (g L'l): glicose, 10; Ca3(POs),, 5; MgCl,.6H,0, 0,5; MgS0,4.7H,0, 0,25;
KCl, 0,2; e (NH4)2SO4, 0,1 (Nautyal, 1999). Apos incubagao por 15 dias a 30 °C, 1,5
mL da fase liquida foi submetida a centrifugacdo (8.000 rpm por 20 minutos). Em
seguida determinou-se a quantidade de P inorganico do sobrenadante pelo método
colorimétrico da vitamina C modificada, a 725 nm (Braga & Defelipo, 1974).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e posteriormente realizadas
analises de regressdo, utilizando as médias de cada tratamento. A escolha dos modelos
baseou-se na significancia estatistica (F) e no coeficiente de determinagio (R* =
S.Q.Regressao/S.Q.Tratamento), seguindo os modelos lineares utilizados por Reis et al.
(2008a) e os nao-lineares por Santos et al. (2005) e Ferreira et al. (2006), os quais
explicam os fenomenos bioldgicos. As equacdes ajustadas foram comparadas pelo teste
de identidade dos modelos, tanto para os modelos lineares (Regazzi, 1993) quanto para
os nao-lineares (Regazzi & Silva, 2004). Todas as avaliacdes foram efetuadas a 5% de

probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolugdo didria de C-CO, do solo em fun¢do das doses de trifloxysulfuron-
sodium apresentou maiores valores logo apds a sua aplicagdo, decrescendo ao longo do
tempo (Figura 1A). Somente o tratamento com a maior dose do trifloxysulfuron-sodium
diferenciou-se dos demais quanto ao C-CO,, esses representados por uma taxa
respiratoria comum (Figura 1A). A menor evolugdo de C-CO, pode ser indicativo de
maior eficiéncia no uso dos recursos do solo (Sakamoto & Obo, 1994) desde que se
mantenha a mesma biomassa microbiana. Porém, pode também ocorrer em fungdo da
redu¢do da populagdo microbiana em fun¢do da toxicidade do composto, reduzir a
evolugdo de C-CO, o que ndo ¢ denotado nas menores doses, pela baixa dose aplicada
do herbicida. Zabaloy et al. (2008) observaram que o metsulfuron-methyl (inibidor da
enzima ALS), aplicado em 10 vezes a dose recomendada ndo alterou o C-CO, do solo.

O trifloxysulfuron-sodium proporcionou menor taxa na evolu¢ao acumulada de
CO; na maior dose testada (oito vezes). Os demais tratamentos com herbicida diferiram
da testemunha e ndo entre si, apresentando logo apods a aplicagdo maiores taxas
respiratorias, ¢ menores ao final do periodo de incubacdo. Reis et al. (2008a)
observaram ao aplicarem o trifloxysulfuron-sodium sobre cana-de-agtcar cultivada em
casa de vegetacdo, que esse produto estimulou a evolugdo de C-CO; do solo rizosférico.
Alguns autores atribuem maior evolucdo de C-CO; dos solos tratados com herbicidas
por este servir como fonte de carbono e energia aos microrganismos (Costa et al., 1997;
Moreno, 2007). No entanto, isso € pouco provavel para o trifloxysulfuron-sodium,
devido a baixa quantidade utilizada por area.

O ametryn provocou incremento da evolu¢do de C-CO; didria do solo somente
na maior dose aplicada (Figura 2A), com maiores evolugdes de CO, logo apds a
aplicagao. O composto pode ter sido toxico para parte da comunidade microbiana,
reduzindo a populacdao ao longo do tempo, conseqiientemente, diminuindo a evolugao
de C-CO; total do solo, resultados semelhantes a estes foram observados por Santos et
al. (2005) apds a aplicagdo de doses do herbicida fomazefen em plantas de feijdo.

A evolucao de C-CO; acumulada do solo em fun¢do das doses de ametryn foi
maior quando utilizou-se duas vezes a dose de referéncia (10 mg dm™ de solo). A menor
taxa de evolucdo de C-CO; foi observada no tratamento sem aplicacdo de herbicidas. Os
demais tratamentos apresentaram respiragdo intermedidria, sendo representados por uma
unica equacdo (Figura 2B). Alteracdes na taxa de evolucdo de C-CO; do solo pode ser

atribuida aos efeitos toxicos do herbicida, como relatado anteriormente. Nao foi
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observada diferenca entre os tratamentos que receberam quatro, oito € uma vezes a dose
do ametryn. Isso pode ser explicado pela maior taxa respiratoria por unidade de
biomassa nas maiores doses, porém estas podem ter reduzido a populacdo dos
microrganismos.

O ametryn atua na inibi¢cdo do fotossistema II (Silva et al., 2007), podendo ser
letal para os microrganismos fotossintetizantes como algas, cianobactérias, bactérias do
enxofre entre outros microrganismos (Moreira & Siqueira, 2006). Também os
ingredientes inertes das formulagdes dos herbicidas, como adjuvantes podem ocasionar
efeitos toxicos a microbiota do solo, visto a grande quantidade aplicada ao solo
(Agrofit, 2008), com maiores efeitos que o ingrediente ativo, fato este constatado por
Santos et al. (2005) e Massenssini et al. (2008).

Em condi¢des de casa-de-vegetagdo, Reis et al. (2008a) observaram que o
ametryn causou maiores efeitos negativos na evolugdo de C-CO, de solo rizosférico
quando comparado com os herbicidas 2,4-D e o trifloxysulfuron-sodium, também
utilizados em cana-de-agucar. Estudos com atrazine, também inibidor do fotossistema II
aplicados a campo, na cultura do milho, ndo influenciaram a evoluc¢ao de C-CO, do solo
(Jakelaitis et al., 2007).

Nos tratamentos com a mistura de trifloxysulfuron-sodium + ametryn, ndo ouve
diferencas entre os tratamentos com duas e oito vezes a dose referéncia (7,315 + 0,185
mg dm” de solo) em relagio a testemunha. Os demais tratamentos apresentaram
diferenga para evolucdo diaria de C-CO; (Figura 3A). Ao aplicar a mistura em quatro
vezes a dose de referéncia houve menor evolugdo diaria de C-CO,, comparativamente
aos demais tratamentos. Esse efeito pode ser atribuido a reducdo da biomassa
microbiana, devido aos efeitos toxicos do composto, porém sem causar efeitos
negativos de aumento consideravel da evolucdo de C-CO, das espécies restantes, como
pode ter ocorrido no tratamento com a maior dose. Efeito sinérgico da mistura de
herbicidas na atividade da microbiota do solo foram observados por Santos et al. (2005)
com aplicacdo da mistura de fluazifop-p-butil + fomesafem a campo na cultura do
feijao.

A evolugdo de C-CO; acumulada, nos tratamentos que envolveram a mistura de
trifloxysulfuron-sodium + ametryn, foi maiores quando aplicou-se duas, quatro e oito
vezes a dose de referéncia, diferenciando-se da dose um e da testemunha sem herbicidas
(Figura 3B). As maiores doses ocasionaram elevado estresse microbiano ou também o
herbicida pode ter sido letal a parte da populagdo microbiana, estimulando assim outras

populagdes insensiveis ao composto, com maior respiragdo € crescimento, usando as
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células mortas como fonte de energia (Sakamoto & Obo, 1994), ou as maiores valores
de respiragdao em funcao da decomposicao dos herbicidas (Moreno et al. 2007).

A dose de referéncia apresentou menor valor de C-CO, acumulado
comparativamente a testemunha, podendo ser atribuido a efeitos sinérgicos dos
herbicidas, reduzindo algumas populagdes de microrganismos, sem alterar
consideravelmente a respiragao (estresse) daqueles que permaneceram no ambiente
(Figura 3B). A mistura trifloxysulfuron-sodium + ametryn apresentam efeitos
semelhantes ao ametryn em aplicagdo isolada, promovendo maior taxa de evolugao de
C-CO,, quando comparado com o trifluxysulfuron-sodium (Reis et al., 2008a).

O trifloxysulfuron-sodium promoveu redugdo do CBM nas menores doses, ja
nas maiores proporcionou estimulo ao crescimento da populagdo microbiana (Figura
4A). Santos et al. (2005) ao trabalharem com o fluazyfop-p-butil atribuiram este
comportamento ao estresse ¢ limitagdo de crescimento de parte da populagdo
microbiana nas menores doses. Com aumento da dose os autores constataram que o
herbicida pode ter sido toxico a parte da populagdo de microrganismos, ocorrendo
estimulo de crescimento de microrganismos saprofitas, insensiveis ao herbicida. Parte
deste comportamento pode ser atribuida a redugdo da competicdo entre os
microrganismos do solo, permitindo crescimento de outras populacdes. Zilli et al.
(2007) observaram reducdo do CBM em solo com aplicagdo de imazaquin, herbicida
inibidor da enzima ALS, alterando também a composi¢do das espécies que compde as
populacdes de microrganismos.

O ametryn influenciou negativamente a biomassa microbiana, com maiores
redugdes nas maiores doses testadas (Figura 4A). Este herbicida como ja relatado tem a
capacidade de agir sobre a microbiota do solo, em fun¢do de seu mecanismo de agdo e
dos componentes inertes de sua formulagdo comercial.

A mistura de trifloxysulfuron-sodium + ametryn provocou efeitos intermediarios
no CBM, comparativamente aos herbicidas aplicados isoladamente, com reducao desta
variavel com o aumento da dose (Figura 4A). Resultados semelhantes foram
encontrados por Reis et al. (2008a) com aplicagdes do trifloxysulfuron + ametryn na
cana-de-agucar, em ambiente protegido, proporcionando redugdo da biomassa
microbiana da rizosferada da cultura.

O trifloxysulfuron-sodium provocou comportamento linear decrescente para o
qCO,, quando aplicado em diferentes doses, caracterizando maior equilibrio dos
microrganismos do solo, o que significa maior eficiéncia dos mesmos na incorporacao

de carbono com aumento da dose (Figura 4B). Este comportamento pode ser atribuido
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aos efeitos benéficos a algumas populagdes microbianas, e ou maléficos a outras,
reduzindo algumas populagdes de microrganismos, ou também estimulando outras
populacdes saprofitas (Santos et al.,, 2005), com menor competicdo entre os
microrganismos. O ametryn apresentou efeitos negativos para o qCO,, efeitos esses
maiores com aumento das doses. Estes resultados representam estresse dos
microrganismos do solo, com maior gasto de energia (CO;) e menor crescimento da
biomassa. O trifloxysulfuron-sodium + ametryn proporcionou reducdo deste parametro
até o tratamento que envolveu quatro vezes a dose de referéncia, apresentando
comportamento similar ao trifloxysulfuron-sodium aplicado isoladamente. No
tratamento com oito vezes a dose houve aumento do qCO,, apresentando
comportamento similar ao ametryn em aplicagdo isolada. Reis et al. (2008a) ndo
observaram diferencas no qCO, do solo rizosférico entre os tratamentos com aplicagdo
da mistura trifloxysulfuron-sodium + ametryn e o ametryn aplicado em cana-de-agucar.

O trifloxysulfuron-sodium promoveu estimulo a solubilizacdo de fosfato
inorginico, com maiores efeitos com elevacdo das doses, tendendo a estabilizar nas
maiores doses testadas (Figura 5A). Este comportamento pode ser atribuido pelo
aumento do CBM, ou sele¢ao de microrganismos com maior eficiéncia na solubilizagao.
Griffiths et al. (2008) observaram mudang¢a na constituicio da comunidade de
microrganismos ap6s aplicacdo de glufosinato de amonio. No entanto, acredita-se que
as maiores taxas de solubilizagdo sdo devido ao estimulo do herbicida a liberacao de
acidos organicos pelos microrganismos do solo (Reis et al., 2008b). Os 4cidos organicos
liberados pelos microrganismos sdo considerados como principal mecanismo para a
solubilizacao de fosfatos inorganicos do solo (Moreira & Siqueira, 2006).

O ametryn proporcionou maior redu¢do no potencial de solubilizagdo de fosfato
inorganico, com os efeitos maiores com o aumento das doses, tendendo a estabilizagdo
nas maiores doses testadas (Figura 5A). Efeitos negativos do ametryn no potencial de
solubilizacao de fésforo inorganico foram relatados por Reis et al. (2008b).

O potencial de solubilizagdo de fosfato inorganico foram influenciadas pelas
doses de trifloxysulfuron-sodium + ametryn, sendo os maiores efeitos negativos nas
maiores doses. A mistura apresentou efeitos intermediarios em relagdo aos herbicidas
aplicados isolados, evidenciando efeito aditivo entre os herbicidas (Figura 5A).

Quanto a solubilizacdo relativa de fosfato inorgéanico, o trifloxysulfuron-sodium
proporcionou estimulo para esta variavel, reforgando a hipotese de selecao de espécies
com maior potencial de solubilizacdo, ou estimulo destas populacdes na producao de

acidos organicos (Reis et al., 2008b). O trifloxysulfuron-sodium + ametryn apresentou
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efeitos negativos, ¢ mais pronunciados com o aumento da dose, com comportamento
semelhante ao ametryn quando aplicado isoladamente.

Frente a estes resultados conclui-se que a evolugdo de C-CO; ¢ influenciada
pelos herbicidas e doses, ocorrendo os maiores efeitos logo apos a aplicagdo e nas
maiores doses. O CBM e o qCO; foram influenciados negativamente pelos herbicidas
ametryn e trifloxysulfuron-sodium + ametryn, com maiores efeitos com aumento da
dose. O trifloxysulfuron-sodium ocasionou a redu¢gdo do CBM nas menores doses e
aumento nas maiores, com diminui¢do do qCO, proporcionalmente com acréscimo das
doses. O ametryn e o trifloxysulfuron-sodium + ametryn provocaram reducdo no
potencial e potencial relativo de solubilizagdo de fosfato, enquanto o trifloxysulfuron-

sodium estimulou a solubilizagao.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo, de amostras coletadas de 0 a 10 cm em

lavouras de cana-de-agucar. Vigosa/MG, 2008

Caracteristicas quimicas'

pH P K Ca®™ Mg” AP" H+Al SB CTC(t) CTC (T) A% m MO
H,0 mg dm” cmol, dm™ % dag kg™
6,0 74 168 4,2 0,7 0,0 446 533 533 9,79 54 0 2,4
Caracteristicas fisicas'
Argila Silte Areia grossa  Areia Fina Classificacio textural
%
47 32 7 14 Argiloso

'Analise realizada no Laboratorio de Analise de Solos Vigosa Ltda; CTC (T): Capacidade da troca de
cations (pH 7); CTC (t): Capacidade de troca de cations efetiva; V: Saturacdo de bases; m: Saturacdo de
aluminio; MO: matéria organica.
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Figura 1. Evolugdo diaria (A) e acumulada (B) de CO, (C-CO;) do solo, apos a

incubagdo em fun¢ao da aplicacdao do herbicida trifloxysulfuron-sodium nas
doses de 0, 1, 2, 4 e 8 vezes a dose de referéncia (0,112 mg dm? de solo).
Vigosa-MG, 2008.
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Figura 2. Evolucdo diaria (A) e acumulada (B) de CO, (C-CO;) do solo, apds a

incubagdo em funcdo da aplica¢do do herbicida ametryn, nas doses de 0, 1,
2,4 e 8 vezes a dose de referéncia (10 mg dm™ de solo). Vigosa-MG, 2008.
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Figura 3. Evolugdo diaria (A) e acumulada (B) de CO, (C-CO;) do solo, apds a
incubacdo em funcdo da aplicagdo do herbicida trifloxysulfuron-sodium +
ametryn, nas doses de 0, 1, 2, 4 e 8 vezes a dose de referéncia (7,315 +
0,185 mg dm™ de solo). Vigosa-MG, 2008.
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Figura 4. Carbono da biomassa microbiana — CBM (A) e quociente metabolico — qCO,
(B) do solo, 15 dias apds a incubagdo, em funcao da aplicacao dos herbicidas
trifloxysulfuron-sodium (HA), ametryn (HB) e trifloxysulfuron-sodium +
ametryn (HC), nas doses de 0, 1, 2, 4 e 8 vezes a dose de referéncia de cada
herbicida. Vigosa-MG, 2008.
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Figura 5. Solubilizacdo potencial (A) e solubilizagdo potencial relativa (B) de fésforo
inorganico (Ca3(PO4),) pelos microrganismos solubilizadores de fosforo
inorgénico do solo, 15 dias apds a aplicagdao dos herbicidas trifloxysulfuron-
sodium (HA), ametryn (HB) e trifloxysulfuron-sodium + ametryn (HC), nas
doses de 0, 1, 2, 4 e 8 vezes a dose de referéncia de cada herbicida. Vigosa-
MG, 2008.
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IMPACTO DE HERBICIDAS NA BIOMASSA MICROBIANA E NOS
MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE ORTOFOSFATO DO SOLO
RIZOSFERICO DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o carbono da biomassa microbiana
(CBM), o potencial do solubilizagdo de fosfato inorganico (PSFI) e a atividade de
fosfomonoesterases acidas no solo rizosférico de cultivares de cana-de-agucar apos a
aplicacdo de herbicidas. O experimento foi conduzido a campo, em sistema de plantio
convencional em delineamento de blocos casualizados, com quatro repeti¢des. Os
tratamentos foram constituidos pelas cultivares de cana-de-agucar RB867515 ¢ SP80-
1816 e pelos herbicidas ametryn (2.000 g ha™), trifloxysulfuron-sodium (22,5 g ha™),
trifloxysulfuron-sodium + ametryn (37,0 + 1.463 g ha™') e sulfentrazone (750 g ha™),
além de uma testemunha sem aplicacdo de herbicida. A aplicagdo dos herbicidas foi
realizada quando a cultura apresentava-se com trés a quatro folhas. Aos 7, 14 e 28 dias
apds a aplicacdo dos herbicidas (DAH) foi coletado solo rizosférico da cultura e
realizadas as avaliagdes do CBM, do PSFI, do potencial relativo de solubilizacdo e da
atividade de fosfomonoesterases acidas. O CBM do solo rizosférico da cultivar
RB867515 foi menos influenciado pela aplicagao dos herbicidas aos 7 DAH, em relacao
ao SP80-1816. O trifloxysulfuron-sodium estimulou o PSFI (21,11%), enquanto o
ametryn provocou redu¢do do mesmo, e o sulfentrazone pouco influenciou. A atividade
da fosfatase acida do solo rizosférico da cultivar SP80-1816 foi superior a da RB867515

(12,53%) aos 7 DAH, entretanto esta variavel ndo foi afetada pelos herbicidas. Ha
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diferencas entre cultivares de cana-de-agucar na associagdo com microrganismos do
solo, estes que apresentam resposta distinta com a aplicagdo de herbicidas.
Palavras chaves: solubilizacdo de fosfato, fosfatase 4cida, ametryn, trifloxysulfuron-

sodium, sulfentrazone.

IMPACT OF HERBICIDES ON THE MICROBIAL BIOMASS AND ON THE
ORTHOPHOSPHATE-SOLUBILIZING MICRORGANISMS IN RHIZOSFERIC
SOIL GROWN WITH SUGARCANE

ABSTRACT

This work aimed at evaluating the soil microbial biomass carbon (MBC), the
phosphate solubilization potential (PSIF), and phosphomonoesterase activity in
rhizosphere soil of sugarcane cultivars after herbicide application. The trial was
installed under field conditions in a conventional tillage system, using a completely
randomized block design with four replications. The treatments corresponded to two
sugarcane varieties, RB867515 and SP80-1816, and the herbicides ametryn (2000 g ha”
Y, trifloxysulfuron-sodium (22.5 g ha™), trifloxysulfuron-sodium + ametryn (37 + 1463
g ha™"), sulfentrazone (750 g ha™), and an untreated control plot. Herbicide application o
was done when plants presented 3 to 4 leaves. Soil samples were collected at 7, 14, and
28 days after herbicide application (DAH) for the evaluations of MBC, PSIF, relative
phosphate solubilization, and phosphomonoesterase activity. MBC in the rhizospheric
soil of RB867515 was less affected by the herbicides at 7 DAH when compared to
SP80-1816. Trifloxysulfuron-sodium stimulated the PSIF (21.11%), while the ametryn
reduced the activity. Sulfentrazone did not affect PSIF. Acid phosphatase activity was
shown to be higher for SP80-1816 at 7 and 28 DAH and was not affected by herbicide
application. The sugarcane varieties tested varied in their capacity to associate with soil
microorganisms, resulting in differences in the responses of the soil microbiota to
herbicides.

Keywords: phosphate solubilization, acid phosphatase, ametryn, trifloxysulfuron-

sodium, sulfentrazone.

INTRODUCAO

O Brasil vem se destacando no cenario mundial como produtor de

biocombustiveis, a exemplo do biodiesel, produzido de graos de plantas oleaginosas
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como a soja, o dendé e a mamona, ¢ principalmente o etanol de cana-de-agucar
(Embrapa, 2007). Essa ultima alternativa ¢ considerada a melhor, do ponto de vista
econdmico, energético e ambiental para a producgdo de alcool-combustivel (Andreoli &
Souza, 2006). O pais tem potencial para suprir metade da demanda mundial de etanol,
sendo necessario aumentar a produc¢do da cana-de-agucar e a eficiéncia do processo
industrial de producao de alcool (Colombo, 2006).

A cultura da cana-de-acucar exige grandes quantidades de nutrientes, com
predominancia de nitrogénio (N), potéassio (K) e o fosforo (P). Este ultimo em menor
quantidade, no entanto, ¢ o mais limitante para a producdo agricola, em solos tropicais
(Chien & Menon, 1995), por se encontrar em formas pouco disponiveis as plantas,
complexado com 6xidos de ferro (Fe) e aluminio (Al).

Para suprir as necessidades das plantas por P sdo aplicados fertilizantes
fosfatados nas lavouras. Porém, grande parte deste ¢ rapidamente convertida em
complexos insoluveis ou adsorvida pela fase solida do solo, tornando-o indisponivel as
plantas (Vassilev & Vassileva, 2003). O comportamento e a magnitude da complexacdo
e adsorcdo do P aos componentes do solo ¢ dependente de pH (Yang et al., 2006), teores
de o6xidos (Fe e Al) e outros fatores que alteram o equilibrio P-indisponivel/P-disponivel
(Novais & Smyth, 1999).

Os microrganismos sao reconhecidos por sua habilidade em promover
transformagdes bioquimicas dos nutrientes, disponibilizando-os as plantas (Moreira &
Siqueira, 2006). Os microrganismos solubilizadores de fosfato inorganico (MSFI)
possuem como principal mecanismo de solubilizacdo de P através da liberacdo de
acidos organicos, como o gluconico, o citrico, o glutamico, o oxalico, o latico, o
fumarico, o tartarico e o succinico (Silva Filho et al., 2002). Esses acidos organicos
competem com o P pela ligagdo com o6xidos de Fe e Al, atuando como agentes
quelantes dos ions Ca, Al e Fe, favorecendo a solubilizagdo do fosfato inorganico do
solo (Rodriguez & Fraga, 1999). Dentre os microrganismos mais eficientes na
solubilizacdo de P inorganico estdo algumas estirpes de bactérias dos géneros
Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium (Rodriguez & Fraga, 1999) e fungos, com
destaques para os géneros Aspergillus e Penicillium (Silva Filho et al., 2002).

A diversidade e as populagdes dos MSFI sdo superiores em solos rizosféricos
(Nahas et al., 1994; Nautiyal, 1999), isso devido ao maior aporte de carbono (C) e
energia, fornecida via exsudacdo radicular das plantas (Moreira & Siqueira, 20006).
Resultando em maiores taxas de solubilizagdo de P nos solos rizosféricos em

comparagao aos nao rizosféricos (Reis et al., 2008a).
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O P encontra-se também na fracdo organica do solo. Em solos intemperizados,
essa fonte de P € a principal para o suprimento deste nutriente as plantas, tornando as
enzimas fosfatases de grande importincia (Rheinheimer et al., 2008). Pois a
mineralizagdo pode suprir até 80% da exigéncia de P para as plantas (Tiessen et al.,
1984). Segundo Cordeiro et al. (2004) e Chaer & Totola (2007), a atividade dos MSFI e
das enzimas fosfatases sao considerados indicadores microbiologicos € bioquimicos
associados ao ciclo do P. Estes indicadores apodem ser influenciados com o manejo
aplicado ao solo (Chaer & Totola, 2007; Reis et al., 2008b).

No manejo da cana-de-actcar ¢ comum o uso de herbicidas para o controle de
plantas daninhas (Christoffoleti et al., 2006). Essa cultura ocupa o segundo lugar no
consumo de herbicidas no Brasil (SINDAG, 2008). Sendo que a maioria destes
herbicidas apresentam longo efeito residual no solo (Procdpio et al., 2003).

Entre os herbicidas recomendados para a cana-de-agticar, destacam-se o ametryn
e o trifloxysulfuron-sodium, que atuam na inibicdo do fotossistema Il e na enzima
acetolactato sintase (ALS), respectivamente. Esses sdo comercializados também em
mistura formulada, visando ampliar o espectro de controle de plantas daninhas. Porém o
comportamento desses produtos no ambiente ainda ¢ pouco conhecido (Rodrigues &
Almeida, 2005). Dentre os diversos herbicidas utilizados na cana-de-actcar destaca-se
também o sulfentrazone, que inibe a enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX)
(Silva et al., 2007). De forma geral, nos estudos com herbicidas tem-se dado énfase
apenas a eficiéncia no controle das plantas daninhas (Pires et al., 2005) e a seletividade
a cultura (Galon, 2008), com poucos relatos sobre os efeitos a microbiota do solo.

Segundo Bunemann (2006), os herbicidas pouco afetam os organismos do solo.
Entretanto, tem sido relatado que alguns destes produtos podem desequilibrar os
ecossistemas edaficos e aquaticos (Das et al., 2003). Outras pesquisas demonstram
efeitos da aplicagdo de herbicidas nas populagdes e atividade de microrganismos de solo
(Santos et al., 2005; Vivian et al., 2006; Reis et al., 2008b), inclusive no potencial de
solubilizacdo de fosforo inorganico (Reis et al., 2008a; Massenssini et al., 2008).

Com a expansdo do cultivo da cana-de-aguicar no Brasil, torna-se necessario
avaliar com maior freqiiéncia os impactos das praticas de manejo adotadas com a
cultura, dentre elas a aplicacdo de herbicidas. Assim, objetivou-se com este trabalho
avaliar o carbono da biomassa microbiana (CBM), o potencial de solubiliza¢do de
fosfato inorganico (PSFI) e a atividade de fosfomonoesterases acidas no solo rizosférico
de cultivares de cana-de-agucar apds a aplicagdo dos herbicidas trifloxysulfuron-

sodium, ametryn, trifloxysulfuron-sodium + ametryn e sulfentrazone.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental da Horta Nova (Distrito
de S3o José do Triunfo), pertencente a Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Municipio de Vigosa-MG, em um Argissolo Vermelho-Amarelo (EMBRAPA, 2006). O
plantio da cana-de-acticar foi realizado em sistema convencional, com ara¢do e
gradagens, com posterior sulcamento da area, em distancia entre linhas de 1,4 m. A
densidade de plantio foi de 18 gemas m™. A adubagdo foi realizada no sulco de plantio,
de acordo com resultados da analise do solo (Tabela 1) e recomendagdes para cultura
(CFSEMG, 1999), utilizando 500 kg ha'! da formulacao NPK 8 28 16, mais adubacao
de cobertura com aplicagdo de 160 kg ha™ de cloreto de potassio.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro repetigdes,
onde as unidades experimentais foram constituidas de seis linhas (8,4 m) de 3,0 m de
comprimento, com area total de 25,2 m” Os tratamentos foram alocados em esquema
fatorial (2x5), sendo o fator A, composto pelas cultivares de cana-de-acicar RB867515,
SP80-1816, ¢ o fator B pelos herbicidas Metrimex 500 SC* (ametryn - 2.000 g ha™),
Envoke® (trifloxysulfuron-sodium - 22,5 g ha™), Krismat® (trifloxysulfuron-sodium +
ametryn — 37,0 + 1.463 g ha™') e Boral 500 SC® (sulfentrazone - 750 g ha™') e mais uma
testemunha sem aplicacdo de herbicida.

A aplicagdo dos herbicidas foi realizada em pds-emergéncia quando a cultura
encontrava-se com trés a quatro folhas completamente expandidas, com pulverizador
costal pressurizado a CO,, munido com barra de 1,5 m com trés pontas de aplicagdo da
série TT 110.02, espagados a 0,5 m, calibrado para aspergir o volume de 150 L ha™ de
calda herbicida.

Aos 7, 14 ¢ 28 dias ap0s a aplicacdo dos herbicidas (DAH) foram coletados solo
rizosférico da cultura. Para tal, as plantas foram arrancadas e o sistema radicular
submetido a agitagdo, considerando o solo rizosférico o que ficou aderido as raizes. As
amostras de solo foram levadas ao laboratorio, para realizacdo das avaliagdes do
carbono da biomassa microbiana (CBM) (Vance et al., 1987; modificado por Islam &
Weil, 1998), potencial de solubilizagdo de fosfato inorganico (PSFI) (Nautyal, 1999) e
da atividade da enzima fosfomonoesterase acida (Tabatabai & Bremmer, 1969).

Para a determinagdo do CBM foram retiradas duas por¢des de solo e cada
amostra (18 g), sendo uma submetida a radiagdo de microondas por tempo previamente

calculado (60 s + 60 s), substituindo a fumigagdo com cloroférmio (Islam & Weil,
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1998). Foram adicionados as amostras de solo 80 mL de K,SO4 0,5 mol L'l, e em
seguida agitadas a 200 rpm por 30 minutos em mesa agitadora horizontal. As amostras
permaneceram em repouso por mais 30 minutos para decantacdo do solo. Em seguida a
fase superior foi filtrada em filtro de papel Whatman n° 42. Dez mL do filtrado foram
colocados em tubos digestores, adicionando-se os seguintes reagentes: 2 mL de solugdo
K>Cr,07 0,0667 mol L'l; 5 mL de H3PO4 concentrado e 10 mL de H,SO4 concentrado.
Ap6s esfriar esta solucdo foi completada para 100 mL com 4gua destilada e adicionado
o indicador de difenilamina (seis gotas), procedendo em seguida a titulacdo com solugdo
0,0333 mol L' de (NH,),Fe(SO,), até a mudanca de coloragio para vermelho-tijolo. O
CBM foi estimado pela diferencga entre a amostra irradiada da nao irradiada (Vance et
al., 1987; modificado por Islam & Weil, 1998).

Para avaliacdo do PSFI do solo em meio liquido, transferiu-se 1 g de solo de
cada amostra para tubo de ensaio com 15 mL do meio liquido NBRI, pH 6,8-7,0,
contendo (g L™): glicose, 10; Casz(POy),, 5; MgCl,.6H,0, 0,5; MgS04.7H,0, 0,25; KCl,
0,2; e (NH4)2SO4, 0,1 (Nautyal, 1999). Os tubos foram incubados por 15 dias a 30 °C,
sendo, entdo, retiradas aliquotas de 1,5 mL do sobrenadante para andlise da
concentragdo de P. As aliquotas foram centrifugadas a 8.000 rpm por 20 minutos, sendo
retirando 1 mL do sobrenadante para determinagdao do P inorganico pelo método
colorimétrico da vitamina C modificado, a 725 nm (Braga & Defelipo, 1974). Com os
resultados do PSFI e do CBM foi calculado o potencial de solubilizag¢do relativa de
fosfato inorganico, representado pela quantidade de fosfato inorganico solubilizada por
unidade de CBM (Reis et al., 2008b).

A determinagdo da atividade da enzima fosfomonoesterase acida foi realizada
usando-se o método descrito por Tabatabai & Bremmer (1969). Um g de solo e 0,2 mL
de tolueno foram transferido para tubo de ensaio, este contendo 4 mL da solugdo
tampao acida (pH 6,5) composta de: 12,1 g de tris(hidroximetil)aminometano (THAM),
11,6 g de acido maleico, 14,0 g de acido citrico e 6,3 g de acido borico e 20 g de
hidroxido de sodio L' de solugdo. Foi adicionado aos tubos 1 mL da solugdo de p-
nitrofenilfosfato dissédico tetraidratado (C¢H4sNNaOgP.4H,0), 0,05 moL L'l, usada
como substrato para a enzima. Os tubos foram incubados por 1 hora a 37 °C. Apoés a
incubacao adicionou-se 1 mL de CaCl, 0,5 moL L' e 4 mL de NaOH 0,5 moL L'l,
submetendo-os a agitacdo e filtragem lenta em papel filtro. A concentracdo de p-
nitrofenol foi quantificada no filtrado, em leitura de absorbancia a 420 nm. Utilizando
como referéncia uma curva padrdo de concentracdo de p-nitrofenilfosfato conhecida,

sendo expresso em pg p-nitrofenol g solo h™.
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Os resultados das avaliagcdes foram submetidos a andlise de varidncia. Quando
necessario as médias dos niveis dos fatores foram comparadas pelo teste de Duncan. Ao
nivel de 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas utilizando o software

estatistico Winstat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos apresentaram interagdo, isso €, a resposta dos fatores sofreram
influéncia da acdo conjunta dos tratamentos para as variaveis CBM aos 7, PSFI aos 7 e
28 e PSRFI aos 7 dias apos a aplicacdo dos herbicidas (DAH). Os resultados da
atividade da enzima fosfatase ndo apresentaram interacdo dos fatores avaliados.

A cultivar RB867515 apresentou maior CBM no solo rizosférico, quando tratada
com sulfentrazone aos 7 DAH (Tabela 2). A maior estabilidade da biomassa microbiana
neste caso pode estar associada a maior tolerancia da cultivar a herbicidas (Ferreira et
al., 2005; Galon, 2008).

Para a cultivar SP80-1816, os tratamentos em que aplicou-se o ametryn isolado
ou em mistura com o trifloysulfuron-sodium apresentaram maior redu¢cdo do CBM, em
relagdo a testemunha sem aplicacdo. Esses resultados concordam com os encontrados
por Reis et al. (2008b), ao observarem maior redugao da CBM no solo rizosférico da
cana-de-agucar cultivada em ambiente protegido, apds a aplicacio dos mesmos
herbicidas. Os referidos efeitos podem ser atribuidos a toxicidade dos componentes
inertes da formulacdo comercial do ametryn, aplicado nas doses recomendadas de 5 a 6
L ha' da formulagdo comercial (Agrofit, 2008). Santos et al. (2004) ao avaliarem o
impacto de diferentes formulacdes de glyphosate, observaram que os maiores efeitos
toxicos sdo causados por compostos presentes na formulagdo e nao pelo principio ativo
do herbicida.

Os herbicidas podem ocasionar efeitos distintos sobre os microrganismos do
solo. Mahia et al. (2008) evidenciaram que o atrazine apresenta efeitos distintos em
diferentes tipos de solo. Estes autores observaram incrementos do CBM em solos com
maior e reducdo em solos com menor teor de matéria organica, porém, em ambos,
ocorreu aumento da mineralizacdo do carbono organico do solo, resultado da maior
atividade microbiana. Jaketaittis et al. (2007) ndo observaram efeitos toxicos aos
microrganismos do solo cultivando milho apods a aplicagdo de atrazine e nicosulfuron,
herbicidas pertencente aos grupos dos inibidores do fotossistema Il ¢ da enzima

acetolactato sintase, respectivamente.
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Entre os cultivares nao foi observada diferenga nos tratamentos com herbicidas,
exceto para o sulfentrazone, que provocou aumento do CBM na cultivar RB867515
(Tabela 2). Este fato pode estar relacionado a efeitos fitotoxicos causados pelos
hebicidas, podendo aumentar a exsudagdo radicular e conseqlientemente beneficiando a
microbiota presente na rizosfera da cana-de-agucar. Considerando que o sulfentrazone
apresenta pouca mobilidade na planta e baixa mobilidade em solo argiloso (Rossi et al.,
2005; Vivian et al., 2006), e provavelmente ndo atingiu a regido da rizosfera da cultura,
ndo vindo a interferir diretamente na atividade microbiana da rizosfera. A maior sintese
e exsudacdo radiculares de aminoacidos e agucares, normalmente ¢ influenciada pelas
condigdes de estresse (Bertin et al., 2003), tais como temperaturas extremas, seca €
exposicdo aos raios ultra violeta (Pramanik et al., 2000). Infere-se, portanto que, o
estresse provocado pelo herbicida pode influenciar na composi¢do e volume dos
exsudados radiculares da cana-de-agtcar.

Nas avaliacOes aos 14 ¢ 28 DAH, nao foram observadas diferencas entre as
cultivares para o CBM, somente havendo diferencas entre os tratamentos com
herbicidas aos 14 DAH (Tabela 3). Foi observado maior valor de CBM no tratamento
com trifloxysulfuron-sodium, herbicida este que apresenta mobilidade na planta
(sistémico) (Silva et al., 2007). Um dos processos de destoxificacao realizado pelas
plantas ¢ a eliminacao dos herbicidas pelo sistema radicular, aumentando o volume de
exsudato e o montante de carbono metabolizavel pelos microrganismos, possibilitando o
aumento da populagao microbiana do solo.

Menores valores de CBM foram observadas nos tratamentos com aplicagdo do
ametryn isolado ou em mistura aos 14 DAH, como observado aos 7 DAH (Tabela 3).
Entretanto, o sulfentrazone ndo mais apresentou influéncia nesta variavel. Segundo
Vieira et al. (2007), esse produto promoveu redu¢do da biomassa microbiana do solo
cultivado com soja até 46 DAH e, em aplicagdo sobre a cana-de-agucar, levou a redugio
do CBM, apos duas aplicagoes, aos 197 e 640 DAH (Vivian et al., 2006). Moreno et al.
(2007) atribuiram o aumento do CBM apods a aplicacdo do herbicida atrazine a
adaptacdo dos microrganismos, utilizando do composto como fonte de carbono e
energia. Tais efeitos sdo pouco provaveis para o trifloxysulfuron-sodium, devido a baixa
dose aplicada. Como observado para o metsulfuron-methyl, também inibidor da ALS,
que em dose de até 10 vezes maiores que a recomendada ndo apresentou influéncia aos

microrganismos do solo (Zabaloy et al., 2007).
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Aos 28 DAH nado foram observadas influéncias das cultivares e herbicidas no
CBM do solo rizosférico (Tabela 3), evidenciando a resiliéncia dos microrganismos do
solo.

Observou-se maior PSFI no solo rizosférico da cultivar RB867515 sem
aplicacdo de herbicida, demonstrando maior associagdo da cultivar com os
microrganismos solubilizadores de fosfato inorganico do solo (Tabela 4). Nos
tratamento com herbicidas foram obtidas maiores valores com aplicacdo do
trifloxysulfuron-sodium no cultivar SP80-1816, e com trifloxysulfuron-sodium +
ametryn para o RB867515, demonstrando haver interagdo distinta entre cultivares e
herbicidas.

Considerando o efeito dos herbicidas, a cultivar SP80-1816, na presenca de
trifloxysulfuron-sodium apresentou maiores valores de PSFI (Tabela 4). Estes
resultados concordam com os encontrados por Reis et al. (2008a), em que o
trifloxysulfuron-sodium estimulou o PSFI do solo rizosférico de cana-de-agucar, no
entanto, sem apresentar alteracdes na biomassa microbiana. Estes efeitos podem ser
atribuidos a maior exsudacdo radicular da cultura como respostas aos efeitos
fisiologicos provocados pelo herbicida (Shaw & Burns, 2004), o que possibilita maior
eficiéncia dos microrganismos na solubilizagdao de fosfato inorganico. Essa eficiéncia ¢
influenciada pela qualidade do carbono organico disponibilizado para os
microrganismos (Barroso et al., 2006).

O ametryn isolado ou em mistura com trifloxysulfuron-sodium reduziu os
valores de solubilizagdo. Tal efeito pode ser atribuido a toxicidade deste composto para
a microbiota do solo (Reis et al., 2008a). Para a cultivar RB867515, os maiores valores
de solubilizacdo foram observados na testemunha e com aplicag¢do do trifloxysulfurom-
sodium + ametryn e os menores com aplicacdo de ametryn e sulfentrazone (Tabela 4).
Os efeitos toxicos dos herbicidas na atividade microbiana do solo podem ser diretos,
apresentando toxicidade para a microbiota, ou indireto, causando danos a cultura, que
por efeitos fisioldgicos reduzem a interagdo com os microrganismos. Arruda et al.
(2001) observaram redu¢do na nodulagdo radicular e nos aminodcidos exsudados pelo
xilema da soja apods a aplicagdo do herbicida sulfentrazone. Esse composto também
influéncia negativamente a associagdo da cultura com fungos micorrizicos (Vieira et al.,
2007).

Aos 14 DAH, ndo se observou diferenca entre as cultivares para o PSFI (Tabela
5). Os herbicidas ndo diferiram da testemunha, no entanto, diferiram entre si, sendo que

a mistura comercial (trifloxysulfurom-sodium + ametryn) resultou em menores valores
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de PSFI. Efeitos sinergisticos da mistura de herbicidas podem ocorrer ocasionando
maior efeitos de toxicidade. Santos et al. (2005) verificaram que a mistura de fluazifop-
p-butil + fomesafen influenciou a biomassa microbiana do solo cultivado com feijao de
forma distinta com relag@o a aplicacdo dos herbicidas separadamente.

Aos 28 DAH, observou-se efeitos de interacdo entre as cultivares e herbicidas
sobre o PSFI (Tabela 6). Os efeitos dos herbicidas sobre a cultivar SP80-1816 foram
semelhantes aos observados aos 7 DAH. Entretanto, o sulfentrazone ndo mais
apresentou efeitos negativos sobre o PSFI, ocorrendo diminuicdo dos efeitos da
toxicidade do herbicida sobre os microrganismos solubilizadores. Para a RB867515, os
tratamentos com herbicidas ndo diferiram da testemunha. No entanto entre os herbicidas
as maiores valores de PSFI foram observados nos tratamentos com o trifloxysulfuron-
sodium + ametryn (Tabela 6). Esses efeitos, a longo prazo, podem ser atribuido a
mudangas na composi¢do das comunidades microbianas do solo em func¢do da
influéncia dos herbicidas. Reis et al. (2008b) relataram a ocorréncia de mudancas nas
proporcdes populacionais da comunidade microbiana do solo rizosférico de cana-de-
acucar ap6s a aplicagdo dos referidos herbicidas. O PSFI da microbiota do solo varia
com os fatores nutricionais do meio, a exemplo da fonte de nitrogénio. Onde a presenca
de amoénio favorece a solubilizacdo, ¢ a do nitrato diminuiu a atividade solubilizadora,
reduzindo ou inibindo a liberagao de ortofosfato na solucao (Silva Filho & Vidor,
2001).

O potencial de solubilizagdo relativa de fosfato inorganico (PSRFI) foi
influenciado pelas cultivares e pelos herbicidas aos 7 DAH (Tabela 7). A cultivar
RB867515 apresentou maior solublizagdo relativa, apresentando maior potencial ou
eficiéncia da populagdo de microrganismos solubilizadores de fosfato associada a esta,
em relacdo a SP80-1816, no tratamento sem herbicida.

De forma geral, para ambos os cultivares, o trifloxysulfuron-sodium apresentou
maior valor para o PSRF (Tabela 7). As menores taxas de solubilizagdo relativa foram
observadas na testemunha e com o sulfentrazone para a cultivar SP80-1816, e com o
ametryn e o sulfentrazone para a cultivar RB867515. As alteracdes do PRSFI podem
estar diretamente relacionadas as propor¢des e espécies constituintes da populagdo
microbiana, sendo assim, qualquer alteracdo na comunidade, seja por influéncia de
cultivares ou de herbicidas, podem afetar essa caracteristica.

O PRSFI ndo foi influenciado pelos cultivares nas avaliagdes aos 14 ¢ 28 DAH
(Tabela 8). O uso de herbicidas apresentou efeito somente aos 14 DAH, onde as maiores

taxas foram observadas para o ametryn. Aos 30 DAH nao houve alteragdes no PRSFI
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entre os tratamentos com herbicidas, evidenciando a recuperagdo das populagdes
microbianas.

Nao foram observadas diferencas ao se aplicar os herbicidas na atividade da
enzima fosomonoesterase acidas nas épocas avaliadas (Tabela 9). Diferencas foram
constatadas entre as cultivares aos 7 ¢ 28 DAH. Resultados semelhantes a esses foram
encontrados por Machado et al. (2006), ao relatarem a ocorréncia de efeitos de
cultivares de arroz sobre a atividade da fosfatase 4cida e ndo dos herbicidas testados. A
enzima fosfatase alcalina foi considerada mais tolerante comparativamente a outras
enzimas do solo em relagdo a influéncia do herbicida sulfosulfuron (Kucharski
&Wyszkowska, 2008). O solo rizosférico da cultivar SP80-1816 apresentou maior
atividade da enzima fosfomonoesterase acida nas avaliagdes aos 7 ¢ 28 DAH. A
atividade da fosfatase acida ¢ maior quanto menor a quantidade de P disponivel
(Gatiboni et al., 2008), assim pode haver uma relagdo inversa entre a velocidade de
solubilizacdo de fosfato inorganico e a atividade da enzima fosfatase, como observado
na avaliacdo aos 7 DAH (Tabela 4). Estes resultados demonstram diferentes interagdes
entre as cultivares e os microrganismos do solo. Tais interagdes foram também
encontradas por Machado & Furlani (2004) em solos rizosféricos de gendtipos de
milho. Também em soja, algumas cultivares apresentaram maior atividade de fosfatase
no solo rizosférico (Raposo et al., 2004).

Com base no exposto, conclui-se que a biomassa e a atividade da microbiota do
solo sdo influenciadas pelas cultivares de cana-de-actcar e pelos de herbicidas aplicados
sobre a cultura. Para a varidvel CBM, a cultivar RB867515 foi a menos influenciada
pela aplicagdao dos herbicidas. O trifloxysulfurom-sodium estimulou o PSFI, enquanto
que o ametryn reduziu. O PRSFI foi afetado de modo distinto pelos herbicidas e
cultivares. A atividade da enzima fosfatase acida foi superior na cultivar SP80-1816,

porém ndo influenciada pelos herbicidas.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo, de amostras coletas de 0 a 10 cm
de profundidade, de lavouras de cana-de-aglicar (cana-planta), em estadio
vegetativo com trés folhas completamente expandidas, Vigosa-MG, 2008
Caracteristicas quimicas’
pH P K Ca” Mg" AP H+Al §B CTC)CTC(T) V m MO
H,0 mgdm” cmol, dm” % dag kg
6,0 74 168 42 0,7 00 446 533 533 9,79 54 0 2,4
Caracteristicas fisicas'
Argila Silte Areia grossa  Areia Fina Classificagio textural
%
47 32 7 14 Argiloso
'Analise realizada no Laboratorio de Analise de Solos Vigosa Ltda; CTC (T): Capacidade da troca de

cations (pH 7); CTC (t): Capacidade de troca de cations efetiva; V: Saturacdo de bases; m: Saturacdo de
aluminio; MO: matéria organica.

Tabela 2. Valores médios do carbono da biomassa microbiana (CBM) do solo
rizosférico de cana-de-agucar (ug CBM g solo), amostrado na camada de 3
a 10 cm, em fun¢do de cultivares e herbicidas, aos 7 dias ap6s a aplicacao
dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

CBM (ug CBM g’ solo)

Tratamentos SP80-1816 RB867515
Testemunha sem herbicida 203,06 aA' 156,96 bA
Trifloxysulfuron-sodium 159,10 abcA 126,38 bA
Ametryn 107,57 cB 171,50 bA
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 137,43 bcA 148,30 bA
Sulfentrazone 175,63 abB 230,28 aA
C.V. (%) 21,80

' Médias seguidas de mesmas letras, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo diferem entre si
pelo teste Duncan e F, respectivamente. Ambos a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Valores médios do carbono da biomassa microbiana do solo rizosférico de
cana-de-agucar, amostrado na camada de 3 a 10 cm, em funcao de cultivares
e herbicidas, aos 14 e 28 dias ap6s a aplicagdo dos herbicidas. Vigosa-MG,

2008

CBM (ug de CBM g de solo)
Tratamentos 14 DAH' 28 DAH
Testemunha sem herbicida 176,63 b 129,74 a
Trifloxysulfuron-sodium 210,96 a 145,59 a
Ametryn 120,16 ¢ 125,80 a
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 136,77 ¢ 140,17 a

Sulfentazone . 17098b 14631a

SP 801816 165,39 a 133,20 a
RB 867515 160,81 a 141,84 a
C.V. (%) 18,47 18,57

' Dias ap6s a aplicagio dos herbicidas; > Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si,
pelo teste Duncan para os tratamentos com herbicidas e F para as cultivares, ambos a 5% de
probabilidade.
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Tabela 4. Valores médios do potencial de solubilizacao de fosfato inorganico (PFSI) do
solo rizosférico de cana-de-agticar (ug P g solo), amostrado na camada de 3
a 10 cm, em fun¢do de cultivares e herbicidas, aos 7 dias apds aplicagdo dos
herbicidas. Vigosa-MG, 2008

PSFI (ug P g’ solo)

Tratamentos SP80-1816 RB867515
Testemunha sem herbicida 28.81 beB! 38,96 aA
Trifloxysulfuron-sodium 39,13 aA 33,00 bcB
Ametryn 23,68 cA 27,19 dA
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 27,46 bcB 35,38 abA
Sulfentazone 30,10 bA 29,33 cdA
C.V. (%) 11,57

! Médias seguidas de mesmas letras, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo diferem entre si
pelo teste Duncan e F, respectivamente. Ambos a 5% de probabilidade.

Tabela 5. Valores médios do potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico (PSFI) do
solo rizosférico de cana-de-acticar, amostrado na camada de 3 a 10 cm, em
funcdo de cultivares e herbicidas, aos 14 dias ap0s a aplicagdo dos herbicidas.
Vicosa-MG, 2008

PSFI (ug P g’ solo)

Tratamentos 14 DAH'
Testemunha sem herbicida 25,76 ab’
Trifloxysulfuron-sodium 31,20 a
Ametryn 26,02 ab
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 22,36 b
_Sulfentazone _____________..3024a
SP 801816 28,00 a
RB 867515 26,23 a
C.V. (%) 18,19

' Dias ap6s a aplicagio dos herbicidas; > Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si,
pelo teste Duncan para os tratamentos com herbicidas e F para as cultivares, ambos a 5% de
probabilidade.

Tabela 6. Valores médios do potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico do solo
rizosférico de cana-de-acticar (ug P g solo), amostrado na camada de 3 a 10
cm, em fungdo de cultivares e herbicidas, aos 28 dias apds aplicacao dos
herbicidas. Vigosa-MG, 2008

PSFI (ug P g”' solo)

Tratamentos SP80-1816 RB867515
Testemunha sem herbicida 19,84 beA' 21,23 abA
Trifloxysulfuron-sodium 25,39 aA 19,57 bB
Ametryn 17,06 cA 19,05 bA
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 17,71 cB 24,28 aA
Sulfentrazone 22,67 abA 23,38 abA
C.V. (%) 13,62

' Médias seguidas de mesmas letras, mintisculas nas colunas e maitsculas nas linhas, nio diferem entre si
pelo teste Duncan e F, respectivamente. Ambos a 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Valores médios do potencial de solubilizacdo relativa de fosfato inorganico
(PSRFI) de microrganismos da rizosfera da cana-de-agucar (ug P g' CBM),
amostrado na camada de 3 a 10 cm, em funcdo de cultivares e herbicidas, aos
7 dias apds a aplicacdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

PSRFI (ug P g’ CBM)

Tratamentos SP80-1816 RB867515
Testemunha sem herbicida 146,06 bB' 253,36 aA
Trifloxysulfuron-sodium 250,82 aA 265,18 aA
Ametryn 221,05 abA 169,01 bA
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 215,40 abA 254,57 aA
Sulfentazone 173,07 bA 129,02 bA
C.V. (%) 23,20

! Médias seguidas de mesmas letras, minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas, ndo diferem entre si
pelo teste Duncan e F, respectivamente. Ambos a 5% de probabilidade.

Tabela 8. Valores médios do potencial de solubilizacdo relativa de fosfato inorganico
(PSRFI) de microrganismos da rizosfera da cana-de-agucar, amostrado na
camada de 3 a 10 cm, em funcdo de cultivares e herbicidas, aos 14 ¢ 28 dias
apos a aplicagdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

PSRFI (ug P g’ CBM)

Tratamentos 14 DAH' 28 DAH
Testemunha sem herbicida 152,14 b 169,30 a
Trifloxysulfuron-sodium 148,39 b 158,21 a
Ametryn 231,74 a 146,85 a
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 168,87 b 156,20 a
Sulfentrazone 18375ab 161,342
SP 801816 176,96 a 161,44 a
RB 867515 177,00 a 15532 a
C.V. (%) 27,08 24,30

" Dias apos a aplicagio dos tratamentos; > Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si,
pelo teste Duncan para os tratamentos com herbicidas e F para as cultivares, ambos a 5% de
probabilidade.

Tabela 9. Valores médios da atividade da enzima fosfomonoesterase acida de solo
rizosférico de cana-de-acticar, amostrado na camada de 3 a 10 cm, em fun¢ao
de cultivares e herbicidas, aos 7, 14 e 28 dias ap0s a aplica¢ao dos herbicidas.
Vicosa-MG, 2008

Ativ. fosfatase (ug de p-nitrofenol g'1 de solo)

Tratamento 7 DAH' 14 DAH 28 DAH
Testemunha sem herbicida 57,39 a* 4525a 60,55 a
Trifloxysulfuron-sodium 56,90 a 4572 a 61,82 a
Ametryn 54,35 a 4496 a 62,34 a
Trifloxysulfuron-sodium + ametryn 57,12 a 4591 a 60,65 a
Sulfentrazone 60,78a 4594a 6235a
SP 801816 60,69 a 46,07 a 62,38 a
RB 867515 53,93 b 45,04 a 60,70 b
C.V. (%) 16,11 4,12 3,03

" Dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos; > Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si,
pelo teste Duncan para os tratamentos com herbicidas e F para as cultivares, ambos a 5% de
probabilidade.
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CONCLUSOES FINAIS

v O crescimento relativo e a taxa de crescimento in vitro das bactérias provenientes da
rizosfera de cana-de-acucar sdo afetados de forma diferenciada, independentemente
do herbicida avaliado;

v O trifloxysulfuron-sodium demonstrou pouca toxicidade as bactérias solubilizadoras
de fosfato inorganico;

v" A evolu¢do de C-CO, do solo foi influenciada negativamente pelos herbicidas e
doses;

v O CBM ¢ o qCO; foram influenciados negativamente pelos herbicidas ametryn e
pela mistura de trifloxysulfuron-sodium + ametryn, com maiores efeitos nas maiores
doses. O trifloxysulfuron-sodium apresentou pouca interferéncia no CBM e reducado
do qCO; com o aumento da dose;

v' O potencial de solubilizagdo potencial e relativa de fosfato inorganico foram
influenciados negativamente com uso do ametryn e trifloxysulfuron-sodium +
ametryn.

v O trifloxysulfuron-sodium favoreceu o potencial de solubilizagdo de fosfato
inorganico, com maiores efeitos nas maiores doses;

v' A atividade da enzima fosfatase acida foi superior no solo rizosférico da cultivar
SP80-1816, sendo que os herbicidas ndo influenciaram na atividade enzimatica;

v H4 influéncia entre as cultivares de cana-de-agcicar na associacdo com
microrganismos do solo, apresentando respostas distintas em funcdo dos herbicidas

aplicados.
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APENDICES

Tabela 1. Analise de varidncia do crescimento relativo dos isolados bacterianos da
rizosfera de cana-de-agucar cultivados em meio liquido NBRIP,
suplementado com os herbicidas trifloxysulfuron-sodium, ametryn e
ametryn + trifloxysulfuron-sodium , na dose recomendada, por 48 h a 30 °C.

Vicosa, 2008
Fonte de variacao GL QM F P>F
Bactéria 1 144,30 9,59 0,003
Herbicida 3 49,00 3,25 0,031
Bactéria*herbicida 3 97,40 6,47 0,001
Residuo 40 15,00
Total 47

Tabela 2. Andlise de varidncia da taxa de solubilizagdo de fésforo inorganico dos
isolados bacterianos da rizosfera de cana-de-agucar cultivados em meio
liquido NBRIP, suplementado com os herbicidas trifloxysulfuron-sodium,

ametryn e ametryn + trifloxysulfuron-sodium , na dose recomendada, por 48
h a 30 °C. Vigosa, 2008

Fonte de variacao GL QM F P>F
Bactéria 1 1294704000,00 2042.,40 0,000
Herbicida 3 409509,00 0,64601 0.590
Bactéria*herbicida 3 1097651,00 1,73 0,176
Residuo 40 633904,80

‘Total 47
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Tabela 3. Analise de variancia da varidvel carbono da biomassa microbiana do solo
rizosférico de cana-de-acticar (ug CBM g™ solo), amostrado na camada de 3 a
10 cm, em funcdo de cultivares e herbicidas, aos 7 dias ap6s a aplicagdo dos

herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL oM F P>F
Bloco 3 532,367 - -
Herbicida 4 6485,433 5,225 0,003
Cultivar 1 1025,055 0,826 0,3715
Cultivar*Herbicida 4 4937912 3,978 0,01154
Residuo 27 1241,250 - -

“Total 39 - - -

Tabela 4. Analise de variancia da variavel carbono da biomassa microbiana do solo
rizosférico de cana-de-agucar (ug de CBM g de solo), amostrado na camada
de 3 a 10 cm, em fungdo de cultivares e herbicidas, aos 14 dias apds a
aplicacdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL QM F P>F
Bloco 3 972,879 - -
Herbicida 4 10145,690 11,180 0,00002
Cultivar 1 209,809 0,231 0,6345
Cultivar*Herbicida 4 1809,568 1,994 0,1239
Residuo 27 907,447 - -

“Total 39 - - -

Tabela 5. Analise de variancia da variavel carbono da biomassa microbiana do solo
rizosférico de cana-de-agucar (ug de CBM g de solo), amostrado na camada
de 3 a 10 cm, em fungdao de cultivares e herbicidas, aos 28 dias apos a
aplicag¢do dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL oM F P>F
Bloco 3 735,985 - -
Herbicida 4 694,655 1,065 0,393
Cultivar 1 746,669 1,145 0,2941
Cultivar*Herbicida 4 1658,356 2,542 0,0627
Residuo 27 652,275 - -

‘Total 3% - - -
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Tabela 6. Analise de variancia do potencial de solubilizacao de fosfato inorganico do
solo rizosférico de cana-de-agucar (ug P g solo), amostrado na camada de 3
a 10 cm, em fun¢do de cultivares e herbicidas, aos 7 dias apds aplica¢do dos
herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL QM F P>F
Bloco 3 27,769 - -
Herbicida 4 132,585 10,107 0,00004
Cultivar 1 86,201 6,571 0,0162
Cultivar*Herbicida 4 86,545 6,597 0,0007
Residuo 27 13,118 - -

“Total 39 - - -

Tabela 7. Andlise de variancia do potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico do
solo rizosférico de cana-de-agtcar (ug P g solo), amostrado na camada de 3
a 10 cm, em fungdo de cultivares e herbicidas, aos 14 dias apds aplicagdo dos
herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL QM F P>F
Bloco 3 11,964 - -
Herbicida 4 104,138 4,281 0,008232
Cultivar 1 31,329 1,288 0,2664
Cultivar*Herbicida 4 51,219 2,105 0,1078
Residuo 27 24,327 - -

“Total 39 o - .

Tabela 8. Analise de variancia do potencial de solubilizacao de fosfato inorganico do
solo rizosférico de cana-de-agucar (ug P g solo), amostrado na camada de 3
a 10 cm, em fung¢do de cultivares e herbicidas, aos 28 dias apds aplicacao dos
herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL oM F P>F
Bloco 3 24,851 - -
Herbicida 4 30,337 3,701 0,0158
Cultivar 1 9,370 1,143 0,2944
Cultivar*Herbicida 4 39,428 4,811 0,004634
Residuo 27 8,196 - -

‘Total 3% - - -
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Tabela 9. Analise de varidncia do potencial de solubilizagao relativa de fosfato
inorganico de microrganismos da rizosfera da cana-de-agticar (ug P g
CBM), amostrado na camada de 3 a 10 cm, em fungdo de cultivares e
herbicidas, aos 7 dias ap0s a aplicag@o dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL oM F P>F
Bloco 3 2171,312 - -
Herbicida 4 13416,620 5,774 0,001717
Cultivar 1 1677,673 0,722 0,4029
Cultivar*Herbicida 4 8531,331 3,672 0,01635
Residuo 27 2323,460 - -

“Total 39 - - -

Tabela 10. Analise de variancia do potencial de solubilizagdo relativa de fosfato
inorganico de microrganismos da rizosfera da cana-de-agticar (ug P g’
CBM), amostrado na camada de 3 a 10 cm, em funcdo de cultivares e
herbicidas, aos 14 dias apos a aplicagdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL QM F P>F
Bloco 3 4059,551 - -
Herbicida 4 9089,445 3,9563 0,01183
Cultivar 1 0,014 6,2852E-006 0,998
Cultivar*Herbicida 4 5339,733 2,3242 0,0821
Residuo 27 2297,466 - -

“Total 39 - -

Tabela 11. Analise de variancia do potencial de solubilizagdo relativa de fosfato
inorganico de microrganismos da rizosfera da cana-de-acticar (ug P g’
CBM), amostrado na camada de 3 a 10 cm, em funcdo de cultivares e
herbicidas, aos 28 dias ap6s a aplicagdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL oM F P>F
Bloco 3 1113,878 - -
Herbicida 4 531,039 0,358 0,8358
Cultivar 1 374911 0,253 0,619
Cultivar*Herbicida 4 3924,432 2,649 0,05501
Residuo 27 1481,245 - -

‘Total 3% - - -
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Tabela 12. Analise de variancia da atividade da enzima fosfomonoesterase acida de
solo rizosférico de cana-de-agucar (ug de p-nitrofenol g’ de solo),
amostrado na camada de 3 a 10 cm, em funcdo de cultivares e herbicidas,
aos 7 dias ap0s a aplicagdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL oM F P>F
Bloco 3 451,000 - -
Herbicida 4 42,071 0,493 0,7405
Cultivar 1 456,502 5,356 0,0285
Cultivar*Herbicida 4 27,450 0,322 0,8607
Residuo 27 85,235 - -

“Total 3% - - -

Tabela 13. Analise de variancia da atividade da enzima fosfomonoesterase acida de
solo rizosférico de cana-de-agucar (ug de p-nitrofenol g de solo),
amostrado na camada de 3 a 10 cm, em fungdo de cultivares e herbicidas,
aos 7, 14 dias apds a aplicagdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL QM F P>F
Bloco 3 8,682 - -
Herbicida 4 1,508 0,429 0,7866
Cultivar 1 10,383 2,950 0,09731
Cultivar*Herbicida 4 3,517 0,999 0,425
Residuo 27 3,519 - -

“Total 39 - -

Tabela 14. Analise de variancia da Atividade da enzima fosfomonoesterase acida de
solo rizosférico de cana-de-agucar (ug de p-nitrofenol g’ de solo),
amostrado na camada de 3 a 10 cm, em funcao de cultivares e herbicidas,
aos 28 dias ap0s a aplicagdo dos herbicidas. Vigosa-MG, 2008

Fonte GL QM F P>F
Bloco 3 15,477 - -
Herbicida 4 6,283 1,808 0,1564
Cultivar 1 28,023 8,064 0,00848
Cultivar*Herbicida 4 5,633 1,621 0,1977
Residuo 27 3,475 - -

“Total 3 - - -
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