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RESUMO - Objetivou-se no trabalho identificar
inseticidas utilizados na cultura da cana-de-aguicar que
nio afetam o crescimento da bactéria diazotréfica
Gluconacetobacter  diazotrophicus  (PAl-5). 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-agicar no Brasil foram
avaliados quanto ao impacto sobre o crescimento de G.
diazotrophicus em condicdes de laboratério. Os efeitos
das doses comerciais dos inseticidas sobre os
parametros de crescimento de G. diazotrophicus foram
avaliados pelo monitoramento do crescimento celular
por turbidimetria. Os tratamentos inseticidas
imidacloprid, fipronil e thiamethoxam ndo afetaram o
crescimento da bactéria diazotréfica G. diazotrophicus,
quando utilizados em concentra¢do equivalente a dose
comercial. Os tratamentos contendo os inseticidas
endosulfan e carbofuran promoveram atraso na duragao
da fase lag e aumento no tempo de geracdo de G.
diazotrophicus, indicando a ocorréncia de um efeito
bacteriostdtico. A dose do endosulfan que inibe o
crescimento de G. diazotrophicus em 50% (Clsy) foi
estimada em 3.117 g ha™'. Em relagdo ao carbofuran a
ClIs foi calculadaem 11.341 g ha™'.

Palavras-Chave:  (Saccharum  spp.;
bioldgica de nitrogénio; pesticidas)

fixacdo

Introducao

O suprimento de nitrogénio vem assumindo um
papel de extrema importancia para a sustentabilidade
da agricultura, devido ao crescente aumento da
demanda e ao incremento significativo no preco dos
fertilizantes quimicos nitrogenados, adicionando-se
ainda toda énfase na poluicdo ambiental [1].

A cana-de-aguicar é uma cultura de grande importancia
comercial que demanda significativas quantidades de
nitrogénio e potassio [2].

As pesquisas envolvendo a problemética do N na cultura
da cana-de-actcar tém sido voltadas a melhoria de préticas
agrondmicas, principalmente ligadas as técnicas de
aplicacdo dos fertilizantes nitrogenados ou ao incremento
da fixacgdo bioldgica de N (FBN) pela associacao da cultura
com bactérias diazotroficas [3,4]. De acordo com
quantificagdes pelos métodos do balango e da abundancia
natural de is6topos de "°N, a contribuicio da FBN para a
nutri¢do nitrogenada de diversas variedades de cana-de-
acucar cultivadas no Brasil pode ser superior a 60% [5,6].
Algumas espécies de bactérias endofiticas capazes de fixar
N atmosférico como Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum spp-, Azospirillum amazonense,
Burkholderia spp. foram isoladas de colmos e raizes de
plantas de cana-de-agtcar.

Além de fixar nitrogénio atmosférico,
Gluconacetobacter diazotrophicus [7] produz hormonios
de crescimento, como o acido indol acético (AIA) [8], é
tolerante a vdarios antibidticos, como estreptomicina,
tetraciclina e rifampicina [9], e possui atividade antagonista
a Xanthomonas albilineans [10] e ao fungo Colletotrichum
falcatum [11]. G. diazotrophicus pode ainda produzir
dcidos capazes de solubilizar fosfatos e zinco presentes no
solo em formas insolaveis [9,12].

Os agroquimicos sdo amplamente utilizados para a
protecdo das plantas, permitindo que as culturas expressem
seus potenciais produtivos [13]. Contudo, Pham et al. [14]
afirmam que os pesticidas podem causar estresses
especificos em células bacterianas como alteracdes no
DNA, inibi¢do na produgdo de proteinas, danos oxidativos
e destruicdo de membranas.

Decorrente desse cendrio o objetivo do trabalho foi
identificar inseticidas utilizados na cultura da cana-de-

() pesquisadores da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Av. Beira Mar, 3.250, Aracaju, SE, CEP. 49025-040.
@ Professor Adjunto do Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Santa Maria. Avenida Roraima n°1000, Bairro Camobi, Santa Maria,

RS, CEP 97105-900.

® Graduanda em Biologia, Universidade Federal de Sergipe. Av. Marechal Rondon, s/n, Cidade Universitdria Prof. "José Aloisio de Campos", Sdo

Cristovao, SE, CEP. 49100-000. E-mail: daniaraujo03 @ gmail.com

® Doutorando no PPG de Agronomia — Ciéncia do Solo, Universidade Federal Rural do Rio Janeiro. BR 465, Km 07, Seropédica, RJ, CEP 23890-

000.

® pesquisadora da Embrapa Agrobiologia. BR 465, Km 07, Seropédica, RJ, CEP 23890-000.

Apoio financeiro: CNPq e FAPITEC.



acicar que ndo afetam o crescimento da bactéria
diazotréfica G. diazotrophicus.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Microbiologia do Solo da Embrapa Tabuleiros
Costeiros em  Aracaju-SE. A estirpe  de
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAI-5) 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. O pH foi ajustado para 6,0, utilizando-
se solugdo 1 N de NaOH. A cultura foi incubada a 25°C
por 72 h, quando a densidade 6tica (DOysgny,) atingiu
aproximadamente 0,6.

Efeito de doses comerciais de inseticidas sobre o
crescimento de Gluconacetobacter diazotrophicus

Cinco inseticidas registrados para a cultura de cana-
de-acticar no Brasil (Tabela 1) foram avaliados quanto
ao impacto sobre o crescimento de G. diazotrophicus
em condi¢cdes de laboratério. Solucdes estoques dos
inseticidas 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 parametros de crescimento de G. diazotrophicus
foram avaliados pelo monitoramento do crescimento
celular por turbidimetria das culturas inoculadas em
meio liquido DIGs misturados com os inseticidas e
incubados por 60 h. Detalhes deste procedimento sdo
descritos a seguir.

Um volume de 200 pl. das solucdes 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 G. diazotrophicus ativa. Ap0s
inoculacdo, os frascos foram rapidamente agitados e o
contedido dos mesmos vertido em placas de petri (10
cm de didmetro) estéreis. Aliquotas de 200 pL destas
misturas foram transferidas para microplacas de 96
pocos utilizando-se uma micropipeta de oito canais, de
modo que cada coluna da placa (8 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 contaminagdo 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 inibicdo do crescimento por diferentes
doses de inseticidas

Os inseticidas endosulfan e carbofuran, cujas doses
comerciais apresentaram efeito significativo sobre o
crescimento de G. diazotrophicus, foram posteriormente
avaliados para determinacdo das concentracdes requeridas
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, 1.400, 2.800,
5.600e 11.200 g ha’l; carbofuran — 0, 1.650, 3.300, 6.600 e
13.200 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 inseticida.

As microplacas foram incubadas por 40 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 G. diazotrophicus, estirpe PAI-5, quando
utilizados em concentracdo equivalente a dose comercial
(Figura 1 e Tabela 2).

Os tratamentos contendo os inseticidas endosulfan e
carbofuran promoveram atraso na duracdo da fase lag e
aumento no tempo de geracdo de G. diazotrophicus (Figura
1 e Tabela 2), indicando a ocorréncia de um efeito
bacteriostatico.

A dose do endosulfan que inibe o crescimento de G.
diazotrophicus em 50% (Cls) foi estimada em 3.117 g ha™
(Figura 2), sendo esta, aproximadamente, 10% superior a
dose recomendada desse produto. Em relacio ao
carbofuran a Cls, foi calculada em 11.341 g ha™ (Figura 3),
valor este que corresponde, aproximadamente, a uma dose
quase sete vezes maior que a recomendada para este
inseticida.

Discussao

Testes in vitro mant€ém o microrganismo exposto ao
maximo ao produto fitossanitario, 0 que ndo ocorre em
condicdes de campo, ja4 que ocorrem fatores externos que
agem sobre o produto, principalmente radiacdo solar,
deriva e ventos, amenizando a acdo do principio ativo [15].
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 G. diazotrophicus,
necessita-se ainda a realiza¢do de ensaios avaliando a
influéncia desses compostos na atividade da enzima
nitrogenase, 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 utilizacdo do inoculante na
cultura da cana-de-agicar, seria recomendavel
primeiramente a avaliacdo de seus efeitos sobre a
atividade nitrogenase de G. diazotrophicus. Isso pelo
fato de que esses inseticidas apresentaram um efeito
bacteriostatico ndo tdo pronunciado, e também por o
CI5, dos compostos estarem acima das suas respectivas
doses comerciais, principalmente em relacdo ao
carbofuran.

Observou-se que os dois inseticidas, imidacloprid e
thiamethoxam, que sdo agonistas da acetilcolina, ndo
reduziram o crescimento de G. diazotrophicus, 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 G.
diazotrophicus, enquanto que endosulfan foi o mais
téoxico entre os compostos avaliados. Segundo
Malkones [16], os aditivos presentes na formulacdo dos
agroquimicos podem afetar os microrganismos e, em
certos casos, até modificar o efeito do agroquimico.
Para Kishinevsky et al. [17], € possivel que solventes,
surfatantes e agentes molhantes presentes nas
formulagdes comerciais de herbicidas contribuam para
os efeitos inibitérios desses produtos no crescimento de
rizobios, um outro grupo de bactérias fixadoras de N.

Conclusoes

Os tratamentos inseticidas imidacloprid, fipronil e
thiamethoxam ndo afetam o crescimento da bactéria
diazotréfica G. diazotrophicus, estirpe PAI-5.

Os tratamentos contendo os inseticidas endosulfan e
carbofuran apresentam efeito bacteriostitico a G.
diazotrophicus.
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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 Gluconacetobacter diazotrophicus, mensurado pela densidade ética (DO
=450 nm), em meio contendo cinco inseticidas utilizados na cultura da cana-de-agucar.

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

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

testemunha Y=0.0937+0.9083/(1+exp(-(x-40.9210)/ 5.0255)) 0,99
imidacloprid Y=0. 1036+0.8768/(1+exp(-(x-41.1440)/ 5.0008)) 0,99
fipronil Y=0.1037+0.8761/(1+exp(-(x-38.4354)/ 4.2391)) 0,99
thiamethoxam Y=0.1 164+0.8276/(1+exp(-(x-40.1377)/ 4.1660)) 0,99
endosulfan Y=0. 1284+0.9474/(1+exp(-(x-46.0810)/ 4.6910)) 0,99
carbofuran Y=0. 1001+0.9298/(1+exp(-(x-45.3907)/ 5.6672)) 0,99
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Figura 2. Crescimento da bactéria diazotréfica Gluconacetobacter diazotrophicus, mensurado pela densidade ética (DO
= 450 nm), em meio de cultura contendo doses crescentes do inseticida endolsufan. Dose que inibe o crescimento da

bactéria em 50% = 3.117 g ha™".
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Figura 3. Crescimento da bactéria diazotréfica Gluconacetobacter diazotrophicus, 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% = 11.341 g ha™".



