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RESUMO

A utilizagdo de agrotoxicos ¢ indispensavel na agricultura, proporcionando altas
produtividades, a fim de atender a demanda alimentar populacional. No entanto, o uso intensivo
gera problemas em culturas de relevancia comercial, proveniente do efeito residual desses
agrotoxicos. Objetivou-se com este estudo avaliar a atividade de bactérias associativas na
mitigacdo do efeito residual do herbicida picloram. O experimento foi conduzido na
Universidade Federal de Rondonopolis, em casa de vegetacao, com solo natural do Cerrado,
classificado como Latossolo Vermelho distrofico. Utilizou-se vasos com capacidade de 4dm™,
dispostos em blocos casualizados, com esquema fatorial 5X3, correspondente a cinco doses do
herbicida picloram (sal trietanolamina) a 1,5% da recomendagio de 2 L ha™ (0, 3,7, 5,0, 6,2, ¢
7,5 gia L ha') e o trés corresponde as inoculagdes: BO (sem inoculagio bacteriana), Bl
(estirpe MT8) e B2 (estirpe MT15), em 4 repeticdes, totalizando 60 unidades experimentais.
Foram avaliados altura de plantas, didmetro do colmo, indice SPAD, nimero de folhas,
fitointoxicagdo, massa fresca da parte aérea e raiz, massa seca parte aérea e raiz € massa seca
total (somatorio da massa seca da parte aérea e raiz), carbono da biomassa microbiana e
bactérias diazotroficas. Os resultados foi submetido a anélise de variancia, teste F até (p<0,10).
O fator quantitativo (doses de herbicida) foram submetidos a regressao polinomial (linear ou
quadratica) e para o fator qualitativo (estirpes bacterianas) aplicou-se o teste de comparagado de
médias Tukey até 10% de probabilidade, por meio do programa estatistico SISVAR. A presenga
das estirpes MT8 e MT15, com destaque para estirpe MT8, sugere uma adaptagcao microbiana
ao estresse quimico provocado pelo herbicida picloram, contribuindo para a sustentabilidade
do solo a longo prazo.

Palavras-chave: microbiota do solo, carbono da biomassa microbiana, biorremediacao



ABSTRACT

The use of pesticides is essential in agriculture, providing high productivity in order to meet the
population's food demand. However, intensive use causes problems in commercially relevant
crops due to the residual effect of these pesticides. The objective of this study was to evaluate
the activity of associative bacteria in mitigating the residual effect of the herbicide picloram.
The experiment was conducted at the Federal University of Rondondpolis, in a greenhouse,
with natural soil from the Cerrado, classified as dystrophic Red Latosol. Pots with a capacity of
4 dm-* were used, arranged in randomized blocks, with a 5X3 factorial scheme, corresponding
to five doses of the herbicide picloram (triethanolamine salt) at 1.5% of the recommendation of
2 L ha-' (0, 3.7, 5.0, 6.2, and 7.5 g i.a L-1 ha-1) and the third corresponds to the inoculations:
BO (without bacterial inoculation), B1 (strain MT8) and B2 (strain MT15), in 4 replicates,
totaling 60 experimental units. Plant height, stem diameter, SPAD index, number of leaves,
phytotoxicity, fresh mass of aerial part and root, dry mass of aerial part and root and total dry
mass (sum of dry mass of aerial part and root), microbial biomass carbon and diazotrophic
bacteria were evaluated. The results were subjected to analysis of variance, F test up to (p
<0.10). The quantitative factor (herbicide doses) was subjected to polynomial regression (linear
or quadratic) and for the qualitative factor (bacterial strains) the Tukey mean comparison test
was applied up to 10% probability, using the SISVAR statistical program. The presence of
strains MT8 and MT15, with emphasis on strain MT8, suggests microbial adaptation to the
chemical stress caused by the herbicide picloram, contributing to long-term soil sustainability.

Keywords: soil microbiota, microbial biomass carbon, biorremediation
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos principais produtores agricolas do mundo, de modo a manter altas
produtividades acaba sendo o pais lider no ranking no consumo de agrotéxicos, consumo este
destinado a contornar adversidades que levaria a redu¢do da produtividade, exemplo disso ¢ a
presenga de plantas espontaneas, um dos principais fatores que interfere no insucesso da
producao (Souza et al., 2018; Silva, 2020; Ogino; Bacha, 2021; Santos et al., 2025). Registros
que s6 no ano de 2022, foi comercializado no Brasil mais de 800 mil toneladas de agrotéxicos,
representando em média 3,7kg de agrotoxico por habitante por ano (Ibama, 2024).

Com isso, a manuten¢do da producdo ¢ dependente da eficiéncia com a qual essas
culturas sao manejadas, favorecendo-se em grande parte da tecnificagdo do ambiente rural
acompanhada da utilizagdo de insumos como os herbicidas. Todavia, indiretamente ou
diretamente, a a¢do desses agrotoxicos no ambiente pode atingir efeitos fora do objetivo
proposto para sua utilizagdo, uma vez que o solo tem sido o destino final, acarretando o que se
denomina carryover, que seria o efeito residual do herbicida que provoca danos e perdas em
producdes (da Silva, 2017; Duque et al., 2020).

Os agrotoxicos aplicados, potencialmente se dispersam onde sdo aplicados,
contaminando o ar, o solo, 4gua e consequentemente os organismos ndo-alvo, incluindo nestes
o proprio ser humano (Siede, 2019; Maritano et al., 2022; Alehashem et al., 2024;). Os
herbicidas, por exemplo, apesar de solucionar o problema inicial que seria o controle de plantas
espontaneas, acaba comprometendo o desenvolvimento de culturas sucessoras, devido a ag¢ao
residual de determinados agrotoxicos (Santos et al., 2006; da Silva, 2017; Duque et al., 2020).
Nesse cenario, torna-se indispensavel o desenvolvimento de estratégias para mitigar os efeitos
residuais de agrotoxicos, preservando a qualidade do solo e favorecendo a sustentabilidade
agricola.

Uma forma de minimizar o risco de impacto ambiental por residuos de agrotoxicos no
solo, ¢ mitigar os seus efeitos. Dessa maneira, agentes biorremediadores podem absorver e
degradar moléculas de agrotdxicos ou estimular a microbiota do solo para que haja a
transformagdo desses contaminantes em compostos menos toxicos ao meio ambiente (Melo et
al., 2017; (Cao et al., 2018).

Entre as abordagens promissoras para a mitigacao dos impactos de herbicidas estdo as
bactérias diazotroficas, microrganismos capazes de fixar nitrogénio atmosférico em associacao
com plantas e também pode ajudar na degradacdo de compostos toxicos no solo (de Souza

Moreira et al., 2010; Morais, 2024). Além de promoverem o crescimento vegetal, essas
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bactérias desempenham um papel crucial na biorremediagao, contribuindo para a degradacao
de compostos quimicos no solo, incluindo agrotéxicos persistentes (Procopio et al., 2008).

O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal podem auxiliar no
desenvolvimento de plantas sob condi¢des de estresse, devido ao estimulo a producgdo de
fitohormonios e fixacdo bioldgica de nitrogénio, que em conjunto com outras caracteristicas
induzidas por esses microrganismos, atuam reduzindo os efeitos negativos que o estresse pode
causar no desenvolvimento das plantas (Filgueiras, 2015).

Neste sentido, a ONU lancou A Agenda 2030 em 2015 que tem relacionado dezessete
Objetivos de Desenvolvimento Sustentaveis (ODS) que visa melhorar a qualidade de vida para
o planeta, este trabalho atende a ODS 2 (fome zero e agricultura sustentdvel) e OSD 12
(consumo e producao responsaveis) (ONU, 2015). Deste modo, objetivou-se avaliar a eficacia
de bactérias diazotréficas na mitigagdo dos efeitos residuais do herbicida picloram em solos
cultivados com Pennisetum glaucum. A abordagem integra estratégias microbiologicas e
agrondmicas para promover a sustentabilidade do manejo agricola e contribuir para a

conservagao do solo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Efeitos dos Herbicidas no Solo e na Microbiota

Os herbicidas podem impactar significativamente a atividade microbiana do solo, com
efeitos variando com base no tipo de herbicida, caracteristicas do solo e gendtipos de plantas,
agrotoxicos como o picloram acredita-se que pode alterar a estrutura da comunidade microbiana
e reduzir a diversidade de organismos essenciais para a ciclagem de nutrientes (Galon et al.,
2014).

Estudos indicam que herbicidas persistentes afetam a biomassa microbiana e a atividade
enzimatica do solo, dificultando a recuperacdo natural da microbiota (Alvear et al., 2006; Tironi
et al., 2009; Galon et al., 2014; Pertile, 2022; Corréa et al., 2025). Em contrapartida,
microrganismos adaptados ao ambiente contaminado podem desenvolver mecanismos de
degradagdo, utilizando os compostos como fontes de carbono e energia, esse potencial
adaptativo torna a microbiota do solo uma aliada importante na mitigagao dos efeitos negativos
dos herbicidas (Souza et al., 1999; Machado et al., 2021).

O uso intensivo de herbicidas nas praticas agricolas modernas tem promovido
significativos avangos no controle de plantas daninhas e no aumento da produtividade. Contudo,
seu uso continuo, especialmente em sistemas de monocultura e rotagdo acelerada de culturas,
como ocorre em estados como o Mato Grosso, levanta preocupagdes quanto aos efeitos
negativos desses compostos sobre a saude do solo, particularmente sobre a microbiota edafica
(Liu et al., 2018; Wang et al., 2024).

Herbicidas s3o compostos xenobidticos, ou seja, substancias quimicas que nao ocorrem
naturalmente no ambiente, e que podem afetar diretamente a estrutura e funcionalidade da
comunidade microbiana do solo. A extensdo desses impactos depende de diversos fatores,
incluindo o tipo de herbicida, a dose aplicada, a frequéncia de aplicacdo, as caracteristicas
fisico-quimicas do solo, e o histdrico de uso agricola da area (Singh et al., 2020; Silva et al.,
2023).

Estudos indicam que herbicidas persistentes, como o picloram, podem reduzir a
diversidade microbiana, afetar negativamente a biomassa e a atividade enzimatica, além de
interferir nos ciclos biogeoquimicos essenciais, como o ciclo do nitrogénio e do carbono (Tironi
etal., 2009; Kepler et al., 2020). Essas alteracdes podem comprometer os processos naturais de
regeneragdo do solo, dificultando sua capacidade de sustentar cultivos sucessivos,
especialmente em sistemas de producdo intensivos que exigem elevada resiliéncia do solo.

Por outro lado, a microbiota do solo pode desenvolver mecanismos adaptativos diante



18

da exposicdo continua a herbicidas. Microrganismos especificos, muitas vezes presentes na
rizosfera, sdo capazes de metabolizar compostos toxicos como fonte alternativa de carbono e
energia, contribuindo para a degradagao ou transformagao dessas substancias (Machado et al.,
2021; Ruuskanen et al., 2023). Essa capacidade ¢ a base das estratégias de biorremediagdo, que
exploram o potencial de bactérias e fungos para mitigar os impactos negativos causados por
esses agroquimicos no ambiente.

Cabe destacar que os impactos dos herbicidas ndo se limitam apenas a redugdo da
biodiversidade microbiana, mas também podem afetar as interagdes simbioticas entre
microrganismos e plantas, como as associacdes micorrizicas e fixadoras de nitrogénio,
comprometendo o desenvolvimento vegetal e os processos naturais de fertilizacdo do solo

(Pessoa-de-Souza et al., 2021).

2.2 Propriedades do Picloram e seus Impactos Ambientais

Existem diversas moléculas de herbicidas com caracteristicas fisico-quimicas que
propiciam funcionalidades tnicas e comportamentos ambientais distintos, sendo as principais
razdes da utilizagdo dessas moléculas o seu custo, a alta seletividade desses produtos as culturas
e sua eficiéncia no rendimento operacional de acordo com as suas classes e grupos (Procopio
et al. 2004; Armas; Monteiro, 2005; Duke; Dayan, 2015).

O picloram ¢ um herbicida altamente persistente, pertencente a classe dos acidos
piridinocarboxilicos. Sua longa meia-vida em solos agricolas, que pode variar de meses a anos
dependendo das condi¢des ambientais, representa um grande desafio para a sustentabilidade
agricola (Passos et al., 2018).

Trata-se de um herbicida sistémico pertencente a classe dos acidos piridinocarboxilicos,
amplamente utilizado no controle de plantas daninhas de folhas largas, especialmente em
pastagens, areas reflorestadas e em culturas resistentes. Seu uso ¢ preferido devido a alta
eficacia, seletividade e ampla mobilidade sistémica nas plantas-alvo (Duke & Dayan, 2015).

Do ponto de vista ambiental, o picloram ¢ classificado como um composto altamente
persistente. Essa caracteristica ¢ atribuida a sua elevada solubilidade em agua, baixa
volatilidade e resisténcia a degradagdo bioldgica, fatores que contribuem para sua mobilidade
no perfil do solo e potencial de contaminagdo de 4guas subterraneas (Passos et al., 2018;).

A meia-vida do picloram pode variar significativamente conforme as condig¢des
edafoclimaticas, oscilando entre 90 e até mais de 365 dias em solos tropicais (Mendes et al.,

2023). Em solos com baixa atividade microbiana ou baixa matéria organica, a degradacao pode
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ser ainda mais lenta, aumentando o risco de fitotoxicidade para culturas subsequentes.

Esse comportamento residual do picloram representa um desafio relevante em sistemas
agricolas tropicais, como o brasileiro, e especialmente no estado do Mato Grosso, onde sdao
comuns até quatro ciclos de cultivo por ano (soja, milho safrinha, algoddo e culturas de
cobertura). Nessas regides, a persisténcia do herbicida pode inviabilizar a introdu¢ao de culturas
sensiveis ou causar perdas significativas na produtividade por intoxicacao residual, afetando
diretamente o planejamento da rotagao de culturas e a sustentabilidade produtiva (Paulo et al.,
2020).

Além disso, o uso intensivo de herbicidas com longa meia-vida como o picloram pode
acelerar a selecao de biotipos de plantas daninhas resistentes, sobretudo em areas onde ha uso
combinado com culturas transgénicas tolerantes a herbicidas (Mendes et al., 2022). Essa
resisténcia dificulta o manejo e demanda doses cada vez mais altas ou misturas de produtos,
intensificando os impactos ambientais e econdmicos.

A recorréncia do picloram no ambiente também ¢ agravada por seu potencial de
adsorcao em argilas de baixa carga e pela limitada atuacdo de microrganismos degradadores
naturais, o que reforca a necessidade de estratégias alternativas, como o uso de microrganismos

especificos para biorremediagao (Faustino et al., 2019).

2.3 Agentes de Mitigacao

Os compostos quimicos sintéticos persistentes sdo chamados de xenobiodticos ou
contaminantes emergentes, os agrotoxicos, consequentemente os herbicidas estao relacionados
como destaque quando se trata de xenobidticos presentes nas matrizes ambientais (solo, dgua e
ar) (Richardson e Kimura, 2016); Ai-Jawhari, 2018; Stefanac, 2021).

Frente a isso, a biorremediacao ¢ uma técnica vantajosa e de baixo custo que conta com
organismos vivos, sendo plantas, bactérias ou fungos com intuito de remover ou fazer com que
compostos toxicos sejam eliminados totalmente ou tornam-se menos prejudiciais ao meio

ambiente (Stefanac, 2021; Al-Baldawi, 2021).

2.3.1 Bactérias diazotroficas

Diversas pesquisas tém identificado microrganismos com potencial para degradar
herbicidas em ambientes agricolas, mesmo sob condi¢des adversas. Bactérias e fungos com essa
capacidade podem metabolizar compostos como o picloram, utilizando-os como fontes

alternativas de carbono, nitrogénio ou energia (Pileggi et al., 2021; Jaiswal et al., 2023).
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Espécies do género Pseudomonas, por exemplo, demonstram alta versatilidade
metabodlica e tém sido frequentemente associadas a degradagdo de herbicidas em solos tropicais.
Essas bactérias sao capazes de produzir enzimas especificas que catalisam a quebra das
moléculas do herbicida, acelerando sua degradagdo (Pessoa-de-Souza et al., 2021). Outras
linhagens, como Bacillus e Azospirillum, também vém sendo exploradas por seu potencial em
consorcios microbianos que favorecem tanto a biorremediagdo quanto o crescimento vegetal
(Ribeiro et al., 2021; Cruz-Hernéndez et al., 2022).

Além dos microrganismos livres no solo, cepas endofiticas, ou seja, bactérias que vivem
no interior de tecidos vegetais sem causar danos, também tém mostrado eficiéncia na
remediacdo de ambientes contaminados por xenobioticos. Essas bactérias, ao colonizarem as
plantas, contribuem para sua sobrevivéncia em solos contaminados e facilitam a degradagao de
herbicidas por vias enzimaticas internas (Tétard-Jones & Edwards, 2016; Masotti et al., 2023).

As bactérias diazotroficas, conhecidas por sua capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico, tém se destacado como agentes de biorremediagdo em solos contaminados por
herbicidas. Esses microrganismos, ao associar-se com plantas, promovem nao apenas o
crescimento vegetal, mas também a degradacdo de compostos quimicos como o picloram
(Procopio et al., 2008; de Souza Moreira et al., 2010; Morais, 2024).

Entre os mecanismos utilizados por essas bactérias esta a producdo de enzimas
especificas que degradam residuos quimicos, além da promog¢ao de ambientes que favorecem a
decomposicao natural dos herbicidas (Pileggi et al., 2021).

A interagdo entre plantas e microrganismos na rizosfera ¢ fundamental para a fixagao
biologica de nitrogénio e a manuten¢ao dos ecossistemas terrestres (Marchetti & Barp, 2015).
Além disso, bactérias associadas as plantas com caracteristicas promotoras de crescimento
vegetal apresentam promessas de biorremediacdo de solos contaminados por glifosato,
contribuindo para a solu¢do de problemas ambientais causados pelo uso exacerbado desse
herbicida (Masotti et al., 2023).

Técnicas de biorremediacdo, como o uso de microrganismos de solo selecionados, sdo
alternativas promissoras para reducdo de residuos de agrotoxicos em solos. Pesquisas tém
identificado diversas bactérias e fungos capazes de degradar herbicidas, com alguns isolados
apresentando crescimento potencializado em meios contaminados (Bernoth et al., 2000;
Machado et al., 2021).

As respostas metabolicas da microbiota do solo a herbicidas pré-emergentes em solos

tropicais tém sido estudadas, revelando impactos positivos e negativos na biodiversidade do
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solo, com Pseudomonas sp. demonstrando versatilidade em processos de degradacao (Pessoa-
de-Souza et al., 2021). As cepas endofiticas podem contribuir para a sobrevivéncia de plantas
agricolas em ambientes contaminados por herbicidas por meio de vias de degradagdo

xenobidtica (Tétard-Jones e Edwards, 2016).

2.3.2 Uso do Pennisetum glaucum em Solos Contaminados

O Pennisetum glaucum (L.), conhecido popularmente como milheto, ¢ uma graminea
anual pertencente a familia Poaceae, originaria da Africa e amplamente cultivada em regides
tropicais e subtropicais devido a sua rusticidade e adaptacdo a solos de baixa fertilidade. No
Brasil, tem ganhado destaque como cultura de cobertura em sistemas de plantio direto,
especialmente na regido do Cerrado, onde ¢ utilizado para melhorar a qualidade fisica, quimica
e biologica do solo entre as safras de graos (Cruz et al., 2006; de Almeida et al., 2023).

O milheto apresenta um ciclo curto, alta producdo de biomassa, excelente capacidade
de enraizamento profundo e elevada tolerancia a estresses abioticos, como a salinidade e a seca
(Lucena et al., 2019). Essas caracteristicas o tornam uma opgao estratégica em sistemas de
rotagdo de culturas intensivos, como os do estado do Mato Grosso, onde se realizam até quatro
safras por ano. Além disso, a planta tem rapida cobertura do solo, favorecendo a conservagao
da umidade e a proteg¢ao contra processos erosivos.

Do ponto de vista da ciclagem de nutrientes, o milheto ¢ eficiente na absor¢ao de
potéassio, fosforo e nitrogénio, e sua decomposi¢do, sobretudo no estidgio de floracao,
proporciona liberacao gradual desses nutrientes, favorecendo a cultura seguinte (Teixeira et al.,
2011). Esse manejo € benéfico ndo sé para a produtividade agricola, mas também para a
microbiota do solo, que ¢ estimulada pela matéria organica liberada.

Além dos beneficios agrondmicos, estudos recentes tém indicado que o Pennisetum
glaucum possui potencial de uso em fitorremediacdo, que é a técnica de uso de plantas para
remover, imobilizar ou degradar contaminantes presentes no solo (Carmo et al., 2008; Silva et
al., 2023). Essa capacidade estd relacionada a sua tolerancia a compostos toXicos como o
picloram e a interagdo com microrganismos benéficos na rizosfera, que auxiliam na degradagao
de xenobidticos.

Pesquisas demonstram que o milheto pode suportar a presenca de herbicidas no solo
sem apresentar sintomas severos de fitotoxicidade, o que indica sua viabilidade em areas com
residuos de produtos persistentes (Carmo et al., 2008). Além disso, seu cultivo pode favorecer

o aumento da atividade microbiana local, criando um ambiente propicio para microrganismos
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degradadores de herbicidas, como as bactérias diazotroficas (Dan et al., 2009).

A associagdo entre o milheto e microrganismos biorremediadores, como as
Pseudomonas spp., Azospirillum spp. e outras bactérias promotoras de crescimento vegetal,
pode potencializar a remediag¢do de solos contaminados, a0 mesmo tempo em que promove a
recuperagdo da fertilidade e da estrutura biologica do solo (Masotti et al., 2023). Essa interacao
simbidtica € especialmente importante em sistemas conservacionistas, onde se busca reduzir o
uso de insumos quimicos e aumentar a resiliéncia ecologica do agroecossistema.

Portanto, o uso do Pennisetum glaucum em sistemas agricolas sob risco de
contaminagdo por herbicidas como o picloram representa uma alternativa sustentavel,
especialmente quando associado a estratégias de biorremediacdo baseadas em consorcios
microbianos. Essa abordagem integrada alinha-se aos principios da agricultura regenerativa e
pode ser aplicada com sucesso em regides de alta intensidade produtiva como o Cerrado
brasileiro.

Pennisetum glaucum, comumente conhecido como milheto, ¢ uma graminea anual com
diversas aplica¢des na agricultura. E amplamente utilizado como cultura de cobertura em
sistemas de plantio direto, particularmente na regido do Cerrado do Brasil, devido ao seu
excelente potencial de cobertura do solo (Cruz et al., 2006 ).

A cultura acumula nutrientes de forma mais eficaz no estagio inicial de floracao, sendo
0 potassio o nutriente mais facilmente liberado durante a decomposi¢ao (Carpim et al., 2008).
O milheto demonstra tolerancia ao estresse salino, com altura ideal da planta, comprimento do
caule e didmetro alcancados em condutividades elétricas entre 1,8 e 2,66 dS m-1 (Lucena et al.,
2019). O cultivo de Pennisetum glaucum melhorou a qualidade do solo em campos de mandioca
influenciando a microbiota do solo (Mercante et al., 2008).

Pesquisas sugerem que Pennisetum glaucum e outras espécies de plantas podem
aumentar a atividade microbiana do solo e potencialmente auxiliar na remedia¢ao de solos

contaminados (Mercante et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local da Condugao Experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo na Universidade Federal de
Rondonopolis (Figura 1), com coordenadas geograficas 16°27°49” latitude Sul, 54°34°46”
longitude Oeste e altitude de 290 m, com temperatura que varia de 22 a 27°, indice médio
pluviométrico anual de 1.436 mm e clima Aw, segundo a classificacdo de Koppen, ou seja,
clima tropical com estagao chuvosa no verao e estagdo seca no inverno (Klink e Machado,

2005).

Casa de vegeta
7 - -

.

N
= We

Figura 1 - Casa de vegetacdo do Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Agricola, Instituto de Ciéncias
Agrarias e Tecnologicas localizada no campus da Universidade Federal de Rondondpolis. Acervo do autor.

3.2 Delineamento, instalacao e conducao experimental

O delineamento estatistico foi em blocos inteiramente casualizado, em esquema fatorial
5X3, correspondente a cinco doses do herbicida picloram (sal trietanolamina) a 1,5% da
recomendacdo de 2L/ha™ (0, 3,7, 5,0, 6,2,¢ 7,5 gi.a L ha!) e o trés corresponde as inoculagdes:
B0 (sem inoculacdo bacteriana), B1 (estirpe MT8) e B2 (estirpe MT15), em 4 repeti¢des,

totalizando 60 unidades experimentais.

3.2.1 Coleta e calagem
O solo foi coletado em area de abrangéncia do bioma Cerrado, localizada na
Universidade Federal de Rondondpolis (Figura 2), classificado como Latossolo Vermelho
distrofico (SANTOS et al., 2013), na profundidade de 0-20 cm, peneirado em peneira com
malha de 4 mm acondicionados em sacos plasticos, e secos a sombra até atingir terra seca fina
ao ar. No ato da coleta foi retirado uma amostra composta para andlise quimico-granulométrica,

para fins de calagem e adubacao.
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Area de Coleta

Figura 2 - Ponto de coleta do Latossolo Vermelho distrofico utilizado no experimento sob vegetagdo de Cerrado
na camada de 0-20 cm de profundidade.

Tabela 1 - Caracterizag@o quimica granulométrica de Latossolo Vermelho na camada de 0-20cm de profundidade.

| pH | P | K |Ca|Mg]| Al [H+Al| SB | CTC | v |M.O.| Areia | Silte | Argila|
CaCl; mgdm? .......eeee.e moledm......unnneee. % g kg!
| 43 [41]760]07]05]03 ] 41 [14] 55 [25] 16,6 ] 495 | 100 | 405 |

Conforme a necessidade, realizou-se o processo de calagem até atingir 60% da saturacdo
por bases, adicionando calcario dentro dos sacos, em seguida umedecendo, vedados e incubados
por um periodo de 30 dias (Figura 3), de acordo com a metodologia descrita por Bomfim-Silva

etal. (2011).

Figura 3 - Latossolo Vermelho distrofico acondicionado em sacos plasticos em condigdes de terra fina seca ao ar
procendo-se o processo de calagem (adigdo de calcario e agua).

Posterior ao periodo de incubagdo os sacos foram alocados em vasos com capacidade

de 4 dm? (Figura 4).
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Figura 4 - Latossolo Vermelho distrofico destribuido em vasos de (4 dm™) para execugdo do experimento.

3.2.2 Pulverizacgao

O produto utilizado ¢ registrado no Ministério da Agricultura e Planejamento - MAPA
sob n° 02997 e segundo a bula a composi¢do da calda comercial ¢ de 1% a 2% do produto
(equivalente a 2 e 4 g i.a. L' ha') com seletividade para controle de plantas daninhas
dicotiledoneas de porte arboreo, arbustivo e sub-arbustivo em areas de pastagens na forma de
concentrado soluvel, no experimento foi utilizado 1,5% da recomendagdo, correspondente (0,
3,7,5,0,6,2,e7,5¢gialL!ha')

A pulverizagao ocorreu seguindo as normas de seguranga para aplicacao de defensivos
agricolas da Norma regulamentadora NR 38.1 — Preven¢do de Acidentes com Defensivos
Agricolas (Figura 5). Foi realizada no periodo matutino ao ar livre, obedecendo a ordem de
aplica¢do da menor dose para maior dose, a fim de evitar contaminacdo em outros tratamentos.

O conjunto pulverizador utilizado foi pressurizado a CO2, com barra de pulverizacio
munida com seis pontas de jato plano tipo leque Magno 11002 AD, espacadas de 0,5m e
posicionadas a 0,5m de altura em relacao a superficie dos alvos. A velocidade de deslocamento
foi de 4km h™! com consumo de calda correspondente a 200 L ha™'. O equipamento foi operado

com pressao constante de 2 bar.
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Figura S - Pulverizagdo dos tratamentos com o herbicida Picloram com o auxilio do pulverizador costal com jato
plano tipo leque Magno 11002 AD.

3.2.3 Adubagao, semeadura e desbaste

A adubagdo fosfatada (P20s) e adubagao potassica (K20) foram realizados em todos os
tratamentos, nas doses de 150 mg dm™ e 100 mg dm™, respectivamente no dia da semeadura da
cultivar Pennisetun glaucun (milheto).

Foram semeadas 30 sementes de Pennisetum glaucun por vaso, apOs germinacao
(Figura 6) e estabelecimento das plantas ao atingir duas folhas, procedeu-se de desbaste,
mantendo 5 plantas por vaso (Figura 7). A umidade do solo foi mantida de 60-80% da
capacidade de vaso diariamente durante todo o periodo experimental (Figura 8), de acordo com

a metodologia proposta por Bonfim-Silva et al., 2011.
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Figura 6 - Germinagdo das sementes.
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Figura 7 - Desbaste apds o estabelecimento das plantas ao antigir 2 folhas com o intuito de manter 5 plantas por
unidade experimental.
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Figura 8 - Disponibilidade hidrica dos vasos.

3.2.4 Inoculagao

Ap6s 10 dias da emergéncia das plantas, foram inoculados os isolados bacterianos,
através do preparo para a multiplicacdo das bactérias (estirpe MT8 e MT15) em meio YMA
(Figura 9) durante 24 horas sob agitagdo de 100 rpm. Apo6s, uma aliquota de 0,5 mL de caldo
bacteriano contendo 10% células mL™! foi aplicada nas proximidades da raiz das plantas (Figura

10).

Figura 9 - Meio YMA para multiplica¢do bacteriana.
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Figura 10 - Inoculacdo dos tratamentos com o auxilio de uma pipeta automatica.

3.3 Parametros Avaliados
O tempo de condugdo experimental foi de 50 dias, com avaliagdes de 15 em 15 dias,
contados apos 10 dias da inoculagdo com os isolados. Foram avaliados os seguintes parametros:
fitointoxicagdo, altura de plantas, didmetro do colmo, indice SPAD, nimero de folhas, massa
fresca da parte aérea e raiz, massa seca da parte aérea e raiz, massa seca total (somatorio da

parte aérea total e raiz), carbono da biomassa microbiana e bactérias diazotroficas.

3.3.1. Fitointoxicacao
Com objetivo de avaliar a toxidez do herbicida nas plantas foi avaliado a fitointoxic¢ao
aos 15, 30 e 45 dias ap6s a inoculagdo.
Realizada de acordo com escala adaptada de notas de 0 a 100% de intoxicacao (EWRC,
1964), e pelo modelo proposto pela Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas
(SBCPD, 1995) em que 0% corresponde a auséncia de intoxicag¢dao e 100% a morte da planta.
Nessa escala, a nota foi atribuida de acordo com os sintomas de intoxicagdo por planta em

relacdo ao tratamento controle (sem herbicida).

3.3.2 Altura de Plantas
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A altura das plantas foram avaliadas apds a inoculagdo com o auxilio de uma régua
(Figura 11), medindo a partir da distancia da superficie do solo até a extremidade do perfilho
mais alto, obtendo-se um valor médio através das medidas obtidas das 5 plantas por unidade

experimental.

=

CRE &"

Figura 11 - Altura das plantas.

3.3.3 Diametro do Colmo

O diametro médio do colmo foi dado através do auxilio de um paquimetro (Figura 12).
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Figura 12 - Diametro do colmo.

3.3.4 Indice SPAD
O indice de clorofila foi efetuado com o auxilio do clorofilometro clorofiLOG ® Falker.
A leitura foi realizada no ter¢o médio da lamina foliar, na primeira folha abaixo da ligula visivel

(Figura 13).
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(V)

Figura 13 - Leitura do indice de clorofila com auxilio do clorofilometro clorofiLOG® Falker.

3.3.5 Numero de Folhas
Numero de folhas foi realizado através da contagem por planta em cada unidade

experimental.

3.3.6 Massa Fresca da Parte Aérea e Raiz
As plantas foram cortadas na altura do coleto e em seguida sdo pesadas, obtendo assim
o valor da massa fresca da parte aérea (g) (Figura 14). As raizes foram coletadas (Figura 15),
lavadas, e o excesso de umidade retirado em papel toalha e posteriormente pesadas em balanca

semi-analitica.

Figura 14 - Corte das plantas (separagdo da parte aérea).
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Figura 15 - Separagdo das raizes.

3.3.7 Massa Seca da Parte Aérea e Raiz
Para determinacdo da massa seca, tanto da parte aérea quanto das raizes, as amostras
foram alocadas em sacos de papel e levadas para secar em estufa (Figura 16) de circulacao de

ar (70 = 2 °C) por 72 h, obtendo assim peso constante.

e

Figura 16 - Material em estufa para secagem.

3.3.8 Massa Seca Total
Massa seca total foi quantificada por meio do somatério dos valores de massa seca

encontrado para parte aérea € a massa seca das raizes.
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3.3.9 Carbono da Biomassa Microbiana

Para determinar o carbono da biomassa microbiana utilizou-se o método de colorimetria
(Keeney; Nelson, 1982). A determinacao ocorreu com base em dois processos: fumigacao e da
extracdo das amostras de solo (Figura 17), conforme proposto por Vance et al., (1987), sendo
realizadas leituras colorimétricas posteriormente através do uso de um espectrofotometro
ajustado a 496nm.

Sendo necessario 5 g de amostra de solo de cada unidade experimental armazenadas em
tubos Falcon de 50 mL, esse mesmo procedimento repetiu-se duas vezes, para que uma das
amostras seja submetida a fumigagao com adi¢ao de 0,25 mL de cloroférmio isento de alcool e
a outra ndo, representando amostras de solo nao-fumigadas, a partir desse momento o
tratamento das amostras fumigadas e nao-fumigadas sao os mesmos. Os tubos com as amostras
foram vedadas e armazenadas em local livre de luminosidade e com temperatura entre 25 a 28
°C para incubagao por um periodo de 24 horas.

Apos o periodo de incubagdo, os tubos foram abertos em capela de exaustdo por uma
hora para que o cloroformio evaporasse, finalizando o processo de fumigagdao. Em seguida,
adicionou-se 20 mL de solugdo extratora (sulfato de potéssio) K2SO4 (0,5 M) em cada tubo,
apos foram levados ao agitador orbital a 220 rpm por 30 minutos, apds esse periodo as amostras
foram filtradas, obtendo-se o extrato.

Na analise de colorimetria do carbono da biomassa microbiana, foram acrescentados em
tubos de ensaio com tampa, 1 mL do extrato da etapa anterior, adicionou-se 1 mL de solugdo
Mn-pirofosfato de manganés que ¢ composta por (dgua destilada; solugdo de pirofosfato de
sodio; solugao de acido sulfurico; solugdao de permaganato de potassio e solugdo de sulfato de
manganés), 1 mL de 4cido sulftrico concentrado.

Na ultima adicdo, conforme coloca-se o 4cido nos tubos os mesmos sdo passados no
vortex para completa homogenizagdo, apos foram fechados e encaminhados para local sem
luminosidade por 16 horas.

O branco para analise foi feito com solugao de sulfato de potéssio 0,25 M, substituindo
o extrato das amostras. Apos as 16 horas procedeu-se a leitura em espectofotometro ajustado a

495 nandémetro de absorbancia (KEENEY; NELSON, 1982).
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Figura 17 - Processo de extra¢ao do carbono da biomassa microbiana.

A determinagdo das concentragdes de carbono nas amostras ocorreu por meio da
confec¢do de uma curva de calibragdo, sendo determinada por meio de uma solugdo de acido
oxalico diluida nas concentragdes de 0, 5, 10, 20, 50, 100, 120, 150 e 200 mg de carbono (Figura
18).
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Figura 18 - Equacdo da absorbancia versus concentragdo de carbono.

Apos obtengdo da equagdo, os valores passaram por calculos até resultarem em pg g-1
de solo.

C(mgCL—1 do extrato)=CL*fd

CL = Concentracao de C (mg L-1) na solugdo de leitura;

fd = fator de diluicao (3,0).



36

Através da equacdo gerada com auxilio do Excel, os valores de absorbancia dados pelo

espectrofotometro foram submetidos a calculos até resultarem em pg g-1 de solo.

CS (mgCg—1)=(C*Vt1000)/MS

Vt = volume total do extrato (mL);

Ms = massa de solo seco.

Vt=VE+VS

VE = volume do extrato

VS = volume de 4gua na amostra de solo (mL).

CBM(ug g—1)=CEKEC

CE = (Carbono organico extraido da amostra fumigada) — (Carbono organico extraido
da amostra ndo-fumigada);

KEC = 0,38 (Fator de recuperacao do carbono das amostras de solo).

3.3.10 Bactérias diazotroficas

Para se avaliar o desenvolvimento das bactérias diazotréficas foram preparados dois
meios de cultura semi-especificos, sendo eles: NFb (utilizado para Azospirillum spp.) e IMV
(utilizado para Burkholderia spp.). Esse processo utiliza-se do procedimento de dilui¢ao seriada
descrita por (Dédbereiner et al., 1995), realizando-se dilui¢do seriada em solugio salina (102 a
10%) (Figura 18), apds o preparo do meio de cultura foram distribuidos 5 mL, posteriormente
procedera a inoculag¢io do meio com 0,1 mL de cada diluigdo seriada (102 a 10°), em triplicata.
Os meios inoculados ficaram alocados em estufa para incubagao, por um periodo que variou de

7 a 10 dias conforme a necessidade de cada bactéria em relagdo ao tempo de crescimento.
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Figura 19 - Diluicdo seriada seguida de inoculagdo em tubos de penicilina contendo meio NFb

Depois do periodo de incubagdo, mudanca de cor e a presenga de uma lamina
esbranquicada na parte central ou superior no meio de cultura ¢ indicativo da presenga de
bactérias, sendo avaliadas como; crescimento positivo (+) para as amostras que resultaram em
desenvolvimento bacteriano e negativo (-) para as amostras que nao apresentaram

desenvolvimento conforme mostra a Figura 9 (Ddbereiner et al.,1995).

3.4 Estatistica
Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a (p<0,10), quando
significativos foram submetidos ao teste de regressdo para as doses de herbicida e teste Tukey
para estirpes bacterianas até 10% de probabilidade através do programa estatistico SISVAR da
Universidade Federal de Lavras (Ferreira, 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Parametros avaliados

4.1.1 Fitointoxicacao

A variavel fitointoxicagdo ndo apresentou, na analise de variancia, diferenca estatistica

para interagdo entre os fatores de bactérias e aplicacdo de doses de herbicida pelo teste F até
10% de probabilidade, conforme consta na (Tabela 2). Todavia, aos 15, 30 e 45 dias apos a
inoculagdo (DAI) observou-se diferenca significativa de forma isolada para o fator doses de
herbicida a 0,05% de significancia, com isso aplicou-se a andlise de regressdo onde as doses

foram expressas pelo modelo quadratico, o qual apresentou melhor ajuste.

Tabela 2 - Resumo da anélise de variancia para avaliacao da fitointoxicacao visual das plantas
aos 15, 30 e 45 dias ap6s a inoculagao (DAI).

Fator de Fitointoxicacio
varia¢io 15DAI 30 DAI 45 DAI
Bactérias 0,6379 " 0,3800™  0,3800 ™

Doses 0,0000 *  0,0000 * 0,0000 *
Bactérias x

Doses 0,4342™ 0,2983™ 00,2983 ™

CV (%) 29,25 19,64 19,64

Lambda (\)  (Vx+0,5) (Vx+0,5)  (Vx+0.5)

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variago; (Lambda L) fator de transformacao utilizado para tratar os dados.
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Ao analisar o efeito isolado da aplicagdo das doses de herbicida, conforme o
desdobramento dentro de cada nivel das estirpes de bactérias diazotroficas (MT8 ¢ MT15),
houve diferenga estatistica aos 15, 30 e 45 DAI, no qual foi observado um aumento na
fitointoxicagdo, independente da presenca ou auséncia das bactérias (Figura 19 A, B e C).
Apesar de ocorrer um aumento da fitointoxicacdo, aos 30 DAI houve uma diminui¢do da
fitointoxicagdo no tratamento com a estirpe MTS8, em dados, aos 15 DAI a fitointoxicagdo era
de aproximadamente 56,63%, aos 30 DAI foi de 47,66%.

Resultado este esperado, pois o herbicida picloram apresenta longa persisténcia, fato
este proveniente de sua relativa solubilidade em agua, fracamente adsorvido no solo e
lentamente degradado no ambiente, considerado um herbicida com alto potencial de

fitointoxicagao (Inoue et al., 2003; Fairchild et al., 2009; Paulo et al., 2020).
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Figura 20 - Analise visual de fitointoxicac¢ao aos 15 DAI das doses de herbicida em fungdo dos tratamentos BO
sem inoculagdo (A), MT8 (B) e MT15 (C).

Aos 30 e 45 DAI foi observado que houve intensificagdo do nivel de fitointoxicagao

(Figura20 A, B, C, D, E, F).
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Figura 21 — Analise visual de fitointoxicacdo aos 30 DAI das doses de herbicida em fungo dos tratamentos B0
sem inoculagdo (A), MT8 (B) e MT15 (C) e aos 45 DAI (D), (E) e (F).

4.1.2 Altura de plantas
A variavel altura de plantas ndo apresentou, na analise de variancia, diferenca estatistica
para interacdo entre os fatores de bactérias e doses de herbicida pelo teste F até 10% de
probabilidade aos 15 e 30 DAI, no entanto aos 45 DAI houve diferenca significativa a 0,05%
de significincia, conforme (Tabela 3), com isso aplicou-se teste anélise de regressdo para as
doses de herbicida, sendo expressas pelo modelo linear, o que apresentou melhor ajuste e teste

Tukey para comparativo de médias do fator bactérias.

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para avaliagdo da altura de plantas aos 15, 30 e 45
dias apos a inoculagdo (DAI).

Fator de Altura de plantas
variagao 15DAI 30 DAI 45 DAI
Bactérias 0,6620™ 0,6899 "™ 00,9160 ™
Doses 0,1900 ™ 0,7251 "™ 0,7263 ™
Bactérias x Doses 0,4598 ™ 00,0829 ©  0,0440 "
CV (%) 14,67 26,22 24,21

Lambda (A) (\x+0,5) - -

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda L) fator de transformacao utilizado para tratar os dados.

Ao analisar o desdobramento das bactérias dentro de cada nivel, observou-se que para
dose de 3,7, ocorreu as menores médias quando comparado com as outras doses, no entanto
nota-se um reestabelecimento dessas médias com o aumento das doses, apesar de ndo apresentar

diferenga estatistica, embora na dose de 6,2 a 0,10% de significancia, apresentou diferenga
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estatistica, tendo as maiores médias nos tratamentos que receberam inoculagdo com as estirpes
MTS8 e MT15, esse resultado pode estar atrelado pelo fato das bactérias serem promotoras de
crescimento vegetal (Glick, 2012; Santos, 2010). Com excecdo da dose 3,7 Figura 21 B, as
médias foram uniformes, sugerindo que as doses ndo interfiriram na altura das plantas.
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Figura 22 — Altura das plantas aos 45 DAI dos tratamentos BO sem inoculagdo, MT8 e MT15 (estirpes bacterianas)
em fungdo das doses de herbicida 0 (A), 3,7 (B), 5 (C), 6,2 (D) e 7,5 (E).

As andlises estatisticas revelaram uma variagao significativa na altura das plantas em
resposta as doses de herbicida, ao analisar o desdobramento das doses dentro de cada nivel de
bactérias foi constatado na Figura 21 (A), altura maxima na dose resposta de 2,34 gi.a. L™ ha
! resultado encontrado ao derivar a equagdo do modelo quadratico, em contraste, na Figura 21
(B) pode observar que a altura maxima foi encontrada na dose resposta de 3,56 g i.a. L' ha,
Figura 21 (C) a altura méaxima foi encontrada na dose 0.

O tratamento com a estirpe MT8 confere uma maior resisténcia ao herbicida nao
apresentando dimiminui¢do da altura a partir da dose mais baixa até a mais alta. Corroborando
com o resultado encontrado no trabalho de D'Antonino et al., 2012, onde os achados foram que
o herbicida picloram residual no solo reduz o crescimento de plantas de café recentemente

transplantadas, com maior risco em pH mais alto do solo.



45

...............
..............
..........
---------
..
.
ceey

[\
S

BO (sem inoculagdo)

y =-0.4607x>+ 2.1532x + 41.786
R?=0.4837

Altura aos 45 DAI (cm)
cuwo xR

0 1.5 3 4.5 6 7.5
Doses (gi.a. L-1 ha-1)

50

45

40 e e

35 T s

30

25 ®

20 Estirpe MT8

15 y =0.6791x2 - 4.8355x +42.135
10 R*=0.3518

Altura aos 45 DAI (cm)

0 1.5 3 4.5 6 7.5
Doses (gi.a. L-1 ha-1)

50
45
40 @-eeeinniiniiiii i Q..... ¢

35 ® )
30

25 Estirpe MT15

20 y = -0.3268x + 39.372
15 R>=0.1286

o]
Altura aos 45 DAI (cm) .

S W

0 1.5 3 4.5 6 7.5
Doses (gi.a. L-1 ha-1)

Figura 23 — Altura das plantas aos 45 DAI das doses de herbicida em fungdo dos tratamentos B0 sem inoculagdo
(A), MT8 (B) e MT15 (C).
4.1.3 Diametro do colmo
A variavel diametro do colmo apresentou, na analise de variancia, diferenca estatistica
para interagdo entre os fatores de bactérias e doses de herbicida pelo teste F a 5% de

significancia, conforme mostra na (Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia para avaliacdo do didmetro do colmo aos 15, 30 e
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45 dias apos a inoculagdo (DAI).

Fator de Diametro do colmo
variacio 15DAI 30 DAI 45 DAI
Bactérias 0,6698 ™ 0, 8499 ™ (0,2480 ™
Doses 0,1853™ 0,2981 "™ 00,8763 ™
Bactérias x Doses  0,1271™ 0,3435™ 0,0254 "
CV (%) 12,54 12,71 25,50

Lambda ()  (Vx+0,5) (Vx+0,5) -

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda A) fator de transformac@o utilizado para tratar os dados.

Ao analisar o desdobramento das bactérias dentro de cada nivel de doses foi utilizado o
teste de médias Tukey até 0,10% de significancia, para a dose de 3,7 para os tartamentos com
as estirpes bacterianas constou médias reduzidas em relagdo ao tratamento sem inocula¢do, no
entanto na dose de 6,2 os tratamentos com as estirpes bacterianas possibilitou as maiores média

de diametro do colmo quando comparado com o traatmento sem inoculagao.

.- 4 a a Dose 0
< a
a 35
@e 3
g 25
N 2
(=)
£
= 1.5
(5]
o 1
<
© 05
‘g 0
< B0 MTS$ MT15
A B0 tratamento sem inoculacio; MT8 e MT1S5 (estirpes
bacterianas)
g 4"5‘ a Dose 3,7
wn 3.5
ab
2 3
(=]
: 2.5
E 2 b
g 1.5
S 1
05
?E) 0
= B0 MTS$ MT15
a

B0 tratamento sem inoculacio; MT8 e MT1S5 (estirpes
bacterianas)



47

2]
£

— Dose 5

<

a 3.5

© 3

g 25

o 2

=)

£

= 1.5

<

e 1

=

§ 0.5

S 0

5§ MT15

A B0 tratamento sem moculag:ao; MTS8 e MT15 (estirpes
bacterianas)

B 4 Dose 6,2

=

a 35

© 3

& 25

o 2

o

£

= 1.5

<

c 1

=

§ 0.5

2 0

5§ MT15

A B0 tratamento sem moculag:ao; MT8 e MT15 (estirpes
bacterianas)

~ 3.5 Dose 7,5

<

a 3

L 2s

8

® 2

o

E1ls

S

s 1

=

o 0.5

&

2 0

5§ MTI15

A B0 tratamento sem moculag:ao; MT8 e MT15 (estirpes
bacterianas)

Figura 24 — Diametro do colmo aos 45 DAI dos tratamentos BO sem inoculacdo, MT8 e MT15 (estirpes
bacterianas) em fungdo das doses de herbicida 0 (A), 3,7 (B), 5 (C), 6,2 (D) e 7,5 (E).

Ao analisar o desdobramento das doses dentro de cada nivel de bactérias utilizou-se
regressao com os modelos matématicos linear e quadratico, assumindo o que melhor ajusatava-
se aos dados, foi encontrado ao derivar as equagdes a dose resposta para cada grafico, sendo de
5 gi.a. L' ha'! correspondente ao tratamento sem inoculagio, atingindo o didmetro maximo de

3,5cm, como consta na Figura 24 (A), Figura 24 (B) e (C) a dose resposta encontrada foi de
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3,82 ¢ 6,88 gi.a. L'l ha'! respectivamente.
Resultado que infere que a inoculagdo com a estirpe MTI15 conferiu uma maior
resisténcia ao herbicida, permitindo que o didmetro do colmo s6 decresse a partir da dosagem

maxima de aplicagdo do herbicida utilizada no experimento.
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Figura 25 — Didmetro do colmo aos 45 DAI das doses de herbicida em funcdo dos tratamentos B0 sem inoculagdo
(A), MT8 (B) e MT15 (C).

4.1.4 indice de clorofila SPAD
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A variavel indice de clorofila SPAD nao apresentou, na analise de variancia, diferenca
estatistica para interagao entre os fatores de bactérias e doses de herbicida pelo teste F até¢ 10%

de significancia, conforme mostra na (Tabela 5).

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia para avaliagdo do indice de clorofila SPAD aos 15,
30 e 45 dias apds a inoculagao (DAI).

Fator de Indice SPAD
variacao 15DAI 30 DAI 45 DAI
Bactérias 0,3938™ 0,8475" 0,1084 ™
Doses 0,3976 ™ 0,8238 ™ 00,9566 ™
Bactérias x Doses 00,2098 ™ 0,4912™ 00,9628 ™
CV (%) 19,47 14,27 21,97
Lambda (M) - - -

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda L) fator de transformacao utilizado para tratar os dados.

4.1.5 Numero de folhas
A variavel nimero de folhas apresentou diferenca estatistica para intera¢ao entre os
fatores de bactérias e doses de herbicida pelo teste F até¢ 10%, na analise de variancia, sendo
nas avaliagdes aos 45 DAL, significativo a 0,05% de significancia como pode ser observado na
(Tabela 6), sendo que houve significancia para o fator doses de herbicida isoladamente a 10%

de significancia.

Tabela 6 - Resumo da andlise de variancia para avaliagdo numero de folhas aos 15, 30 e 45
dias apos a inoculagdo (DAI).

Numero de folhas
15 DAI 30DAI 45 DAI

Fator de variacao

Bactérias 0,7136 ™ 0,7645™ 0,1445™
Doses 0,1513™ 0,0999 °  0,0262 "
Bactérias x Doses  0,2285™ 0,0782"  0,3933 ™
CV (%) 19,52 23,55 17,06
Lambda (1) - - -

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda A) fator de transformacao utilizado para tratar os dados.

Ao analisar o desdobramento das bactérias dentro de cada nivel de doses de herbicida,
foi utilizado o teste de médias Tukey até 0,10% de significancia, na dose de 3,7 foi o tratamento

que possibilitou numero de folhas inferior ao tratamento controle, enquanto na dose de 6,2 o
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tramento controle e o tratamento com a estirper MT15 resultou em niimero de folhas menor
quando comparado com o tratamento com a estirpe MT8.

No trabalho de Brennecke et al., 2016 constatou que a inoculagdo com estirpe bacteriana
resulta em beneficiamentos as plantas, como por exemplo alongamento do caule bem como

aumento no namero de folhas.
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Figura 26 — Numero de folhas aos 30 DAI dos tratamentos B0 sem inoculaggo, MT8 e MT15 (estirpes bacterianas)
em fung¢do das doses de herbicida 0 (A), 3,7 (B), 5 (C), 6,2 (D) e 7,5 (E).

Ao analisar o desdobramento das doses dentro de cada nivel de bactéria, assumindo
modelo matemadtico linear ou quadratico o que melhor ajustar aos dados, para o tratamento sem
inoculagdo bacteriana aos 30 DAI a dosagem resposta ao derivar a equagdo é de 1,61 gi.a. L
ha! (Figura 27 A), enquanto para estirpe MTS8 foi de 4,78 g i.a. L'! ha! (Figura 27 B), ja o
tratamento com a estirpe MT15 o decréscimo no niimero de folhas ¢ a partir da dose 0,

assumindo uma linha linear a medida que aumenta a dose diminui o nimero de folhas (Figura

27 C).
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Figura 27 — Numero de folhas aos 30 DAI das doses de herbicida em fungdo dos tratamentos BO sem inoculagdo
(A), MT8 (B) e MT15 (C).

Aos 45 DAI (Figura 28 A) para o tratamento sem inoculagdo bacteriana a dosagem
resposta ao derivar a equagio ¢ de 2,41 g i.a. L' ha'lenquanto para estirpe MT8 foi de 4,93 g
ia. L' ha'! (Figura 27 B), ja o tratamento com a estirpe MT15 o decréscimo no nimero de
folhas ¢ a partir da dose 0, assumindo uma linha linear a medida que aumenta a dose diminui o

nimero de folhas (Figura 27 C).
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Fato atribuido ao efeito toéxico do herbicida picloram que interfere diretamente no bem
desenvolver da planta, por se tratar de um composto que causa desordem celular, o resultado
de namero de folhas reduzidos esté atrelado a resposta fisiologica da planta indicando condigdes
desfavoraveis para seu desenvolvimento. No trabalho de Timossi et al., 2020 e Silva & Paulino,
2024 ambos obtiveram resultados negativos em relacdo ao efeito residual do herbicida
picloram, como por exemplo impedimento da emergéncia e crescimento, redug¢do da

germinagdo e comprimento de raiz.
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Figura 28 — Nuimero de folhas aos 45 DAI das doses de herbicida em fungdo dos tratamentos BO sem inoculagdo
(A), MT8 (B) e MT15 (C).

4.1.6 Massa fresca da parte aérea e raiz
As variaveis massa fresca da parte aérea e raiz, ndo foram encontradas diferengas

estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0.10), conforme consta na tabela 7,

resumo da analise de variancia.

Tabela 7 - Resumo das analises de variancia para as variaveis massa fresca da parte aérea e raiz
(MFPA e MFPR respectivamente).

Fator de variagao MFPA MFPR
Bactérias 0,5071 " 0,3052 ™
Doses 0,4731 "™ 0,7437 ™
Bactérias x Doses  0,1442 ™ 0,2167 "™
CV (%) 23,11 24,52
Lambda () (\x+0,5) (\x+0,5)

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda L) fator de transformacao utilizado para tratar os dados.

4.1.7 Massa seca da parte aérea e raiz
Ao analisar as varidveis supracitadas constou diferenca estatistica para a interagao entre
os fatores bactérias e doses de herbicida pelo teste F até 10% de probabilidade, como consta na

tabela de analise de variancia (Tabela 8), para a variavel massa seca da parte aérea.

Tabela 8 - Resumo das andlises de variancia para as variaveis massa seca da parte aérea e raiz
(MSPA e MSPR respectivamente).

Fator de variacao MSPA MSPR
Bactérias 0,5735 ™ 0,6609 ™
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Doses 0,7428 ™ 0,6817 "

Bactérias x Doses  0,0665 * 0,3040 ™
CV (%) 21,05 21,10

Lambda () (\Nx+0,5) (\Vx+0,5)

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda A) fator de transformac@o utilizado para tratar os dados.

Ao analisar o desdobramento das bactérias dentro de cada nivel de doses de herbicida,
foi utilizado o teste de médias Tukey até 0,10% de significdncia, na analise mostra que a
inoculacdo com a estirpe MT15 tende a resultar em uma maior massa seca da parte aérea das
em todas as doses, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica em relagdo ao tratamento sem
inoculacdo, com excecao da dose 6,2 onde a MT15 se sobressaiu significativamente.

Por se tratar de bactérias que realizam fixacdo de nitrogénio, consequentemente
promovem o crescimento vegetal, logo promove maior massa seca em relacdo ao tratamento

sem inoculagdo (Marques et al., 2013).
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Figura 29 — Massa seca da parte aérea dos tratamentos B0 sem inoculagdo, MT8 e MT15 (estirpes bacterianas)
em fun¢do das doses de herbicida 0 (A), 3,7 (B), 5 (C), 6,2 (D) e 7,5 (E).

Ao analisar o desdobramento das doses dentro de cada nivel de bactéria, assumindo
modelo matematico linear ou quadratico, analisando a correlagdo dos resultados com as doses
de herbicida, implica dizer que o tratamento sem inoculacdo e a inoculagdo com a estirpe MT15
possuem moderada influéncia na resposta ao herbicida, enquanto que os tratamentos com a

estirpe MT8 possui uma correlacdo fraca. Neste sentido, a diferenga da massa seca maxima
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obtida na presenca da MT15 é de um 1,73 gramas superior ao tratamento sem inoculagdo.
Resultado atrelado a complexidade das interagdes entre as plantas e microrganismos em
condig¢des de estresse quimico, pesquisas mostram que a inoculagdo bacteriana pode aumentar
o crescimento das plantas em varias condi¢des, incluindo solos contaminados por herbicidas.
A inoculacdo de Bacillus subtilis aumentou a producdo de matéria seca nas partes aéreas do

milho e melhorou o teor de fosforo e nitrogénio no tecido foliar (de Aratjo, 2008).
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Figura 30 — Massa seca da parte aérea das doses de herbicida em fungio dos tratamentos B0 sem inoculagdo (A),
MTS8 (B) e MT15 (C).

4.1.8 Massa seca total
Ao analisar a variavel massa seca total, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0.10), conforme consta na tabela 9,

resumo da analise de variancia.

Tabela 9 - Resumo da analise de variancia para a varidvel somatdrio da massa seca total da
parte aérea e raiz (MST).

Fator de variacao MST
Bactérias 0,6174 ™
Doses 0,7315™
Bactérias x Doses 0,1206 ™

CV (%) 22,35
Lambda () (Vx+0.5)

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda L) fator de transformacao utilizado para tratar os dados.

4.1.9 Carbono da biomassa microbiana
A variavel carbono da biomassa microbiana, ndo apresentou em sua analise de variancia
(Tabela 10) diferenca estatistica para a intera¢do entre os fatores de bactérias e doses de

herbicida e nem analisando isoladamente pelo teste F, até 10% de probabilidade, aos 50 (DAI).

Tabela 10 - Resumo da analise de variancia para a variavel carbono da biomassa microbiana
(CBM).

Fator de variacao CBM
Bactérias 09713 ™
Doses 0,2987 ™
Bactérias x Doses 0,6114 "

CV (%) 26,00
Lambda (1) (Vx+0,5)

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda A) fator de transformacao utilizado para tratar os dados.

Todavia, analisando as médias observadas, conforme grafico da (Figura 30) ¢ possivel

identificar um decréscimo do carbono da biomassa microbiana a partir da dose 0, corroborando
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com o resultado encontrado no trabalho de Wendel et al., 2017 que ndo encontrou diferenga

estatitica para o carbono da biomassa microbiana em solo contaminado com picloram.
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Figura 31 - Carbono da biomassa microbiana em fun¢ao das doses de herbicida
4.1.10 Bactérias diazotréficas
A variavel bactérias diazotroficas, ao analisar nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos até (p < 0.10), conforme consta na tabela

11, resumo da analise de variancia.

Tabela 11 - Resumo da analise de variancia para a variavel bactérias diazotréficas em meio de cultura NFb.

Bactérias diazotroficas

Fator de variacao

NFb
Bactérias 0,7375 ™
Doses 0,7138 "
Bactérias x Doses 0,1239 "
CV (%) 37,02
Lambda (1) (\Nx+1)

(*) significativo até 10% de probabilidade (p < 0,10); (ns) ndo significativo (p > 0,10); (CV) coeficiente de
variagdo; (Lambda A) fator de transformacgao utilizado para tratar os dados.
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5. CONCLUSAO

A presenga das estirpes MT8 e MT15, com destaque para estirpe MT8, sugere uma
adaptacdo microbiana ao estresse quimico, provocado pelo picloram, contribuindo para a

sustentabilidade do solo a longo prazo;

Os tratamentos com inoculagao podem representar uma estratégia viavel para mitigar os
efeitos residuais do picloram, reduzindo seu impacto negativo na microbiota do solo e

favorecendo o crescimento do Pennisetum glaucum.
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