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RESUMO - Objetivou-se no trabalho identificar
inseticidas utilizados na cultura da cana-de-agticar que
ndo afetam o crescimento da bactéria diazotréfica
Herbaspirillum seropedicae (Z67). O experimento foi
realizado no Laboratério de Microbiologia do Solo da
Embrapa Tabuleiros Costeiros em Aracaju-SE. Cinco
inseticidas registrados para a cultura de cana-de-acgticar
no Brasil foram avaliados quanto ao impacto sobre o
crescimento de H. seropedicae em condicdes de
laboratério. Os efeitos das doses comerciais dos
inseticidas sobre os pardmetros de crescimento de H.
seropedicae foram avaliados pelo monitoramento do
crescimento celular por turbidimetria. Os tratamentos
inseticidas imidacloprid, fipronil e thiamethoxam ndo
afetaram o crescimento de H. seropedicae, quando
utilizados em concentracdo equivalente a dose
comercial. Os tratamentos contendo os inseticidas
endosulfan e carbofuran promoveram reducdo no
crescimento de H. seropedicae. A dose do endosulfan
que inibe o crescimento de H. seropedicae em 50%
(Cls) foi estimada em 6.620 g ha” e do carbofuran em
5.639 gha.
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Introducio

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acicar do
mundo e, em funcdo da crescente demanda por etanol, a
projecdo € que a drea cultivada com essa cultura no Pais
aumente em mais de 50% até 2013. Todavia, incrementar a
produtividade sob sistemas sustentdveis constitui-se em um
grande desafio [1].

Apesar de a cana-de-acicar responder a adubagdo
nitrogenada, principalmente, na cana-soca, o uso de fontes
minerais de N constitui-se em um dos fatores de maior
impacto sobre o custo de produ¢do da cana-de-agtcar.
Recentemente, tem-se registrado um aumento acentuado e

continuo no pre¢co dos adubos nitrogenados, o qual estd
diretamente atrelado &s consecutivas altas do petrdleo no
mercado internacional [2].

A capacidade de fixacdo bioldgica do N por bactérias
associadas a plantas ndo-leguminosas, como a cana-de-
acticar, tem sido frequentemente relatada [3.4,5].
Experimentos mostram que, dependendo da cultivar de
cana-de-agucar, a quantidade de N fixado pode variar de 4
a 70% do total de N contido nas plantas [6,7,8,9]. Uma das
espécies de bactérias diazotréficas que vem sendo
estudadas com resultados extremamente promissores € a
Herbaspirillum seropedicae. Essa bactéria endofitica é
encontrada em grandes populagdes nos tecidos da cana-de-
actcar, sendo capaz de fixar N atmosférico em locais com
altas concentragdes de sacarose e pH variando de 5,3 a 8,0
[10,11,12].

O elevado uso de pesticidas na agricultura moderna pode
causar efeitos indesejados sobre organismos nao-alvo,
incluindo microrganismos envolvidos no ciclo do
nitrogénio, que sdo essenciais na manutencdo da fertilidade
do solo [13,14,15]. Um meio de se testar a toxicidade de
pesticidas a bactérias € avaliando a inibi¢do que esses
compostos possam causar sobre o crescimento desses
microrganismos [16].

O uso de moléculas inseticidas e formulacdes menos
agressivas a organismos ndo-alvos deve ser objetivo de
todos aqueles que se utilizam dessa tecnologia para
aumentar a producdo de alimentos e energia sem, no
entanto, comprometer a sustentabilidade dos
agroecossistemas. Decorrente desse cendrio o objetivo do
trabalho foi identificar inseticidas utilizados na cultura da
cana-de-acgicar que ndo afetam o crescimento da bactéria
diazotrofica Herbaspirillum seropedicae.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de
Microbiologia do Solo da Embrapa Tabuleiros Costeiros
em Aracaju-SE. A estirpe de Herbaspirillum seropedicae
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(Z67) utilizada neste estudo foi obtida da Colecdo de
Bactérias Diazotréficas da Embrapa Agrobiologia.

Preparo do indculo

As células foram ativadas em 10 mL de meio liquido
DIGs, cuja formulagdo, em g L' de dgua destilada, € a
seguinte: glicose, 2,0; peptona, 1,5; extrato de
levedura, 2,0; K,HPO,, 0,5; MgS0,.7H,0, 0,5; 4cido
glutamico, 1.5; e dcido madlico, 2,0. O pH foi ajustado
para 6,0, utilizando-se solucdo 1 N de NaOH. A cultura
foi incubada a 25°C por 72 h, quando a densidade Gtica
(DOys0nm) atingiu aproximadamente 0,6.

Efeito de doses comerciais de inseticidas sobre o
crescimento de Herbaspirillum seropedicae

Cinco inseticidas registrados para a cultura de cana-
de-acticar no Brasil (Tabela 1) foram avaliados quanto
ao impacto sobre o crescimento de H. seropedicae em
condi¢des de laboratério. Solugdes estoques dos
herbicidas foram preparadas com dgua destilada e
filtrada através de membranas Millipore com poros de
0,22 pm.

Os efeitos das doses comerciais dos inseticidas sobre
os pardmetros de crescimento de H. seropedicae foram
avaliados pelo monitoramento do crescimento celular
por turbidimetria das culturas inoculadas em meio
liquido DIGs misturados com os inseticidas e
incubados por 55 h. Detalhes deste procedimento sdo
descritos a seguir.

Um volume de 200 pL das solugdes inseticidas
filtradas foi adicionado a Erlenmeyers de 50 mL
contendo 25 mL de meio liquido DIGs, de modo a
atingir as concentracdes comerciais recomendadas para
cada produto (Tabela 1). Frascos controle receberam
200 pL de 4gua destilada filtrada através de membrana
Millipore. Os frascos foram inoculados com 40 pL de
uma cultura de H. seropedicae ativa.

Ap6s inoculacdo, os frascos foram rapidamente
agitados e o conteido dos mesmos vertido em placas de
petri (10 cm de didmetro) estéreis. Aliquotas de 200 puL
destas misturas foram transferidas para microplacas de
96 pogos utilizando-se uma micropipeta de oito canais,
de modo que cada coluna da placa (8 pogos) recebesse
um tratamento inseticida diferente. Em cada placa, uma
das colunas de pogos foi preenchida com meio DIGs
estéril para verificar a possivel ocorréncia de
contaminacio da microplaca durante as leituras de DO
ao longo do periodo dos ensaios. As placas foram
incubadas a 32°C, no escuro, e as leituras de DO
realizadas em intervalos regulares, em um leitor de
microplacas, ajustado no comprimento de ondas de 450
nm. Com os resultados das leituras foram tragadas
curvas de crescimento bacteriano durante o periodo de
avaliacdo, para os diferentes tratamentos.

Intensidade de inibi¢do do crescimento por diferentes
doses de inseticidas

Os inseticidas endosulfan e carbofuran cujas doses
comerciais apresentaram efeitos significativos sobre o
crescimento de H. seropedicae, foram posteriormente
avaliados para determinacdo da concentracdo requerida
para inibir 50% do crescimento bacteriano in vitro (Clj).

Os procedimentos utilizados para esse ensaio foram os
mesmos descritos acima, exceto que cinco doses destes
inseticidas foram testadas (endosulfan - 0, 2.800, 5.600,
11.200 e 22.400 g ha’l; carbofuran - 0, 825, 1.650, 3.300 e
6.600 g ha™).

As solugdes estoques foram previamente diluidas em
dgua destilada em diferentes propor¢des de modo que a
adicdo de 800 ul destas solucdes a 12,5 mL de meio de
cultura liquido DIGs fosse suficiente para atingir as doses
previamente estabelecidas para cada herbicida.

As microplacas foram incubadas por 9 h a 32°C no
escuro, sendo a leitura da DO realizada ao final desse
periodo.

Apds a coleta e tabulagdo dos dados, foi realizada
andlise de regressdo, avaliando o crescimento bacteriano
com o incremento das doses dos inseticidas.

Resultados

Os tratamentos inseticidas imidacloprid, fipronil e
thiamethoxam ndo afetaram o crescimento da bactéria
diazotréfica H. seropedicae, estirpe Z67, quando utilizados
em concentracdo equivalente a dose comercial (Figura 1 e
Tabela 2).

Os tratamentos contendo os inseticidas endosulfan e
carbofuran promoveram reducdo no crescimento de H.
seropedicae (Figura 1 e Tabela 2).

A dose do endosulfan que inibe o crescimento de H.
seropedicae em 50% (Clsy) foi estimada em 6.620 g ha™
(Figura 2), sendo esta, mais que o dobro da dose
recomendada desse produto. Em relacdo ao carbofuran a
sua Cl;, foi calculada em 5.639 g ha™ (Figura 3), valor este
que corresponde a uma dose maior que trés vezes a
recomendada para este inseticida.

Discussao

Testes in vitro mant€ém o microrganismo exposto ao
maximo ao produto fitossanitdrio, 0 que ndo ocorre em
condicdes de campo, ja que ocorrem fatores externos que
agem sobre o produto, principalmente radiacdo solar,
deriva e ventos, amenizando a acdo do principio ativo [17].
Dessa forma, espera-se que produtos considerados
compativeis nesse tipo de teste também o sejam quando
aplicados em condi¢des de campo. Para que os tratamentos
inseticidas imidacloprid, fipronil e thiamethoxam possam
ser considerados seletivos a H. seropedicae, necessita-se
ainda a realizacdo de ensaios avaliando a influéncia desses
compostos na atividade da enzima dinitrogenase, pois nos
ensaios de crescimento o nitrogénio estd presente no meio
de cultura.

Para se sugerir que os inseticidas endosulfan e
carbofuran sejam avaliados em campo, a fim de se avaliar
se esses efeitos iniciais poderdo refletir em prejuizos a
FBN, quando da utilizagdo do inoculante na cultura da
cana-de-acgticar, seria recomenddvel primeiramente a



avaliacdo de seus efeitos sobre a atividade nitrogenase
de H. seropedicae. Isso pelo fato de que esses
inseticidas apresentaram uma reducdo no crescimento
dessa diazotréfica ndo tdo pronunciada, e também por o
CI5, dos compostos estarem acima das suas respectivas
doses comerciais.

Observou-se que os dois inseticidas, imidacloprid e
thiamethoxam, que sdo agonistas da acetilcolina, ndo
reduziram o crescimento de H. seropedicae, fato que
pode ser uma caracteristica de compostos desse
mecanismo de ag@o. Todavia, esse comportamento ndo
foi constatado com os inseticidas agonistas do 4acido
gama-amino butirico (GABA), pois fipronil ndo
apresentou qualquer efeito de intoxicacdio a H.
seropedicae, enquanto que para o endosulfan esses
efeitos foram verificados. Segundo Malkones [18], os
aditivos presentes na formula¢do dos agroquimicos
podem afetar os microrganismos e, em certos casos, até
modificar o efeito do agroquimico. Para Kishinevsky et
al. [19], é possivel que solventes, surfatantes e agentes
molhantes presentes nas formulagdes comerciais de
herbicidas contribuam para os efeitos inibitorios desses
produtos sobre o crescimento de rizébios, um outro
grupo de bactérias fixadoras de N.

Conclusoes

Os tratamentos inseticidas imidacloprid, fipronil e
thiamethoxam ndo afetam o crescimento da bactéria
diazotréfica H. seropedicae, estirpe PA1-5.

Os tratamentos contendo os inseticidas endosulfan e
carbofuran reduzem o crescimento de H. seropedicae.
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Tabela 1. Lista de inseticidas avaliados no presente estudo.

Nome comum | Marca comercial | Dose (g ha'l) Modo de acio
imidacloprid Actara 250 WG 250 Agonista da acetilcolina
fipronil Regent 800 WG 400 Agonista do 4cido gama-amino butirico (GABA)
thiamethoxam Evidence 480 Agonista da acetilcolina
endosulfan Dissulfan EC 2.800 Agonista do 4cido gama-amino butirico (GABA)
carbofuran Furadan 350 SC 1.650 Inibidor da acetilcolina esterase
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Figura 1. Crescimento da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade 6tica (DO = 450
nm), em meio contendo cinco inseticidas utilizados na cultura da cana-de-acucar.

Tabela 2. Equagdes de regressdes expressando o crescimento da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae,
mensurado pela densidade 6tica (DO = 450 nm), em meio contendo cinco inseticidas utilizados na cultura da cana-de-

acucar

Inseticida Y=y0+a/(1+exp(-(x-x0)/b)) R?
testemunha Y=0,03 87+1,0367/(1+exp(-(x-11,1471)/ 1,5638)) 0,99
imidacloprid Y=0,0422+1,0198/(1+exp(-(x-1 1,2548)/ 1,5453)) 0,99
fipronil Y=0,0398+1,0437/(1+exp(-(x-1 1,0258)/ 1,4284)) 0,99
thiamethoxam Y=0,0442+1,0602/(1+exp(-(x-1 1,1161)/ 1,4888)) 0,99
endosulfan Y=0,0857+O,8420/(1+exp(-(x-1 1,0995)/ 1,1095)) 0,99
carbofuran Y=0,0125+O,8077/(1+exp(-(x- 13,7297)/ 3,2908)) 0,99
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Figura 2. Crescimento da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade 6tica (DO = 450
nm), em meio de cultura contendo doses crescentes do inseticida endosulfan. Dose que inibe o crescimento da bactéria

em 50% = 6.620 g ha™.
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Figura 3. Crescimento da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade 6tica (DO = 450
nm), em meio de cultura contendo doses crescentes do inseticida carbofuran. Dose que inibe o crescimento da bactéria

em 50% = 5.639 g ha™.



