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Toxicidade de inseticidas utilizados na cultura
da cana-de-actcar para a bactéria diazotréfica
Herbaspirillum seropedicae

Toxicity of insecticides used in sugarcane crop to the
diazotrophic bacteria Herbaspirillum seropedicae

RESUMO: Apesar de a cana-de-agucar 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-actcar. Estudos apontam que a utilizagdo
de bactérias diazotréficas pode suprir parte da necessidade de nitrogénio da cana-de-agucar.
Objetivou-se, neste trabalho, identificar inseticidas utilizados na cultura da cana-de-acticar
que ndo afetam o crescimento — ou nio causam prejuizos a capacidade de fixagdo biol6gica
de nitrogénio (FBN) — da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae. Cinco inseticidas
(imidacloprid, fipronil, thiamethoxam, endosulfan e carbofuran) foram testados, em suas
respectivas doses comerciais, quanto ao impacto sobre os parametros de crescimento da
bactéria. Os pardmetros analisados foram durac@o da fase lag, tempo de geracdo e densidade
celular maxima. Também foi avaliado o impacto dos inseticidas na atividade da nitrogenase
de H. seropedicae cultivada em meio semissolido. Os inseticidas endosulfan e carbofuran
prejudicaram o crescimento da bactéria diazotréfica H. seropedicae, contudo nio reduziram
a FBN in vitro. Carbofuran promoveu aumento no tempo de geracio e reducéo na duragio
da fase lag de H. seropedicae; o inseticida endosulfan, por sua vez, ocasionou aumento na
duragdo da fase lag. Os inseticidas imidacloprid, fipronil e thiamethoxam ndo ocasionaram
nenhum efeito deletério tanto no crescimento quanto ao FBN in vitro de H. seropedicae.

ABSTRACT: Although sugarcane crop responds to nitrogen fertilization, especially in
sugarcane ratoon, the use of mineral sources of N is one of the factors of great economic
impact in sugarcane production. Studies indicate that the use of diazotrophic bacteria can
supply part of the need of nitrogen for this crop. The objective of this study was to identify
pesticides used in the cultivation of sugarcane that do not affect the growth or cause
harm to the ability of biological nitrogen fixation (BNF) of the diazotrophic bacterium
Herbaspirillum seropedicae. Five insecticides (imidacloprid, fipronil, thiamethoxam,
endosulfan and carbofuran) were tested in their respective commercial doses regarding
their impact on bacteria growth. The parameters analyzed were duration of the lag phase,
generation time and maximum cell density. The impact of pesticides on the nitrogenase
activity of H. seropedicae grown in semi-solid medium was also assessed. Endosulfan and
carbofuran hindered the growth of diazotrophic bacteria H. seropedicae, but did not reduce
the BNF in vitro. Carbofuran increased the generation time and reduced the lag phase
duration of H. seropedicae. Endosulfan increased its lag phase duration. Imidacloprid,
fipronil and thiamethoxam did not cause any toxic effects to the growth and BNF in vitro of
the diazotrophic bacteria H. seropedicae.
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1 Introducao

Apesar de a cultura da cana-de-agucar responder a adubacao
nitrogenada — principalmente, quando em cana-soca —, 0 uso
de fontes minerais de N constitui-se em um dos fatores de
maior impacto sobre o custo de producio da cana-de-agticar.
Recentemente, tem-se registrado um aumento acentuado
e continuo no preco dos adubos nitrogenados, o qual estd
diretamente atrelado as consecutivas altas do petréleo no
mercado internacional (NOVAIS et al., 2007). Esta associagao
na variagdo dos precos decorre do fato de a sintese destes
fertilizantes depender da energia gerada a partir da queima
de hidrocarbonetos fésseis. O principal fertilizante mineral
utilizado na cultura da cana-de-agtcar, a ureia, apresenta
problema de volatilidade, necessitando ser incorporada para a
diminui¢do de perdas (DENMEAD et al., 1990). No entanto,
com o advento da colheita sem queima, designada de cultivo
de cana-crua, a densa camada de palha que pode ficar sobre a
superficie do solo dificulta muito a operagdo de incorporagdo
da ureia e pode reduzir drasticamente a eficiéncia dessa
adubacio.

A capacidade de fixagdo bioldgica do N por bactérias
associadas a plantas ndo leguminosas tem sido frequentemente
relatada (BALOTA et al., 1997; CHIARINI et al., 1998).
Diversas espécies de bactérias tém sido isoladas da rizosfera
e de 6rgdos aéreos de diferentes culturas e apresentado
crescimento abundante em meio de cultura livre de N,
indicando possuirem capacidade de fixacdo bioldgica
desse elemento. Entre estas bactérias, Enterobacteriaceae
dos géneros Klebsiella e Enterobacter, bem como outras
bactérias gram-negativas, como Pseudomonas, Azospirillum,
Herbaspirillum e Alcaligenes, foram observadas na rizosfera
ou na parte aérea de diversas culturas (REIS et al., 2000).
Experimentos mostram que, dependendo da cultivar de cana-
de-acucar, a quantidade de N fixado pode variar de 4 a 70%
do total de N contido nas plantas (ASIS et al., 2002).

Uma das espécies de bactérias diazotréficas que vém
sendo estudadas com resultados extremamente promissores
é a Herbaspirillum seropedicae. Essa bactéria endofitica &
encontrada em grandes populacdes nos tecidos da cana-de-
actcar, sendo capaz de fixar N atmosférico em locais com
altas concentracdes de sacarose e pH variando de 5,3 a 8,0
(OLIVARES et al., 1996). Estudos de dinamica populacional
de bactérias do género Herbaspirillum mostram que a
populacdio parece ser maior nas raizes e na parte basal dos
colmos, diminuindo gradualmente em direcao a parte superior
dos colmos e nas folhas (QUADT-HALLMANN; KLOEPPER,
1996).

Tabela 1. Inseticidas utilizados e modo de ag@o.

O elevado uso de pesticidas na agricultura moderna
pode causar efeitos indesejados sobre organismos nao
alvos, incluindo microrganismos envolvidos no ciclo do
nitrogénio, que sdo essenciais na manutengao da fertilidade
do solo (DOMSCH; JAGNOW; ANDERSON, 1983). Um
meio de se testar a toxicidade de pesticidas para bactérias
€ avaliando a inibi¢do que esses compostos possam causar
sobre o crescimento desses microrganismos (BITTON;
KOOPMAN, 1992). Costa et al. (2004) concluiram que os
herbicidas butafenacil, 2,4-D, metribuzin, s-metolachlor e
trifloxysulfuron-sodium reduzem significativamente tanto
o crescimento vegetativo como a reproducdo do fungo
Metharizium anisopliae. Laatikainen e Tanski (2002)
mostraram que o glyphosate, em concentragdes acima de
10 ppm, inibiu o crescimento dos fungos ectomicorrizicos
Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata e Suillus
tomentosum.

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
producgio de alimentos e energia, sem, no entanto, comprometer
a sustentabilidade dos agroecossistemas.

O objetivo deste trabalho foi identificar inseticidas utilizados
na cultura da cana-de-actcar que no afetam o crescimento ou
que ndo causam prejuizos a capacidade de FBN da bactéria
diazotrofica Herbaspirillum seropedicae. Também, em caso
de comprovacdo de alteracao no crescimento da bactéria pelo
inseticida, verificar qual o tipo de alteracdo promovida pelo
agrotdxico.

2 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 (Z67) utilizada neste
estudo foi obtida da Colecdo de Bactérias Diazotréficas da
Embrapa Agrobiologia.

As células foram ativadas em 10 mL de meio liquido
DIGs, cuja formulagdo, em g L' de dgua destilada, € a
seguinte: glicose, 2,0; 4cido malico, 2,0; peptona, 1,5;
extrato de levedura, 2,0; K,HPO,, 0,5; MgSO,.7H,0, 0,5;
acido glutamico, 1.5, pH 6,0. A cultura foi incubada a 25 °C
por 24 horas, quando a densidade 6tica (DO, ) atingiu
aproximadamente 0,7. Este mesmo procedimento de ativagdo
das bactérias foi utilizado para a preparacio do inéculo em
todos os ensaios descritos a seguir.

Cinco inseticidas registrados para a cultura de cana-de-
actcar no Brasil foram avaliados (Tabela 1) quanto ao impacto
sobre o crescimento e a fixacdo bioldgica de nitrogénio de

Nome comum Marca comercial Dose (g ha™) Modo de agdo

imidacloprid Actara 250 WG 250 Agonista da acetilcolina

thiamethoxam Evidence 480 Agonista da acetilcolina

fipronil Regent 800 WG 400 Agonista do dcido gama-amino butirico (GABA)
endosulfan Dissulfan EC 2.800 Agonista do dcido gama-amino butirico (GABA)
carbofuran Furadan 350 SC 1.650 Inibidor da acetilcolina esterase
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Herbaspirillum seropedicae em condi¢des de laboratério.
Solucdes estoques dos inseticidas foram preparadas com
dgua destilada e filtrada por meio de membranas Millipore
com poros de 0,22 um. As concentracdes dos inseticidas nas
solugdes estoques foram determinadas de modo que a adi¢@o de
200 pL destas ao volume final de meio de cultura utilizado nos
diferentes ensaios resultasse nas concentragdes previamente
estabelecidas para cada tratamento.

O efeito de doses comerciais de inseticidas sobre os
pardmetros de crescimento de H. seropedicae foi avaliado
pelo monitoramento do crescimento celular por turbidimetria
das culturas inoculadas em meio liquido DIGs misturados
com os inseticidas e incubados por 33 horas. Detalhes deste
procedimento sdo descritos a seguir.

Um volume de 200 pL das solu¢des inseticidas filtradas foi
adicionado a Erlenmeyers de 50 mL contendo 25 mL de meio
liquido DIGs, de modo a atingir as concentragdes comerciais
recomendadas para cada produto (Tabela 1). Frascos controle
receberam 200 pL de dgua destilada filtrada por meio de
membrana Millipore. Os frascos foram inoculados com
40 pL de uma cultura de H. seropedicae ativa (DO, =0,6).
Apds inoculacio, os frascos foram rapidamente agitados e o
contetido dos mesmos foi vertido em placas de Petri estéreis.
Aliquotas de 200 pL destas misturas foram transferidas para
microplacas de 96 pogos, utilizando-se uma micropipeta de
oito canais, de modo que cada coluna da placa (8 pocos)
recebesse um tratamento inseticida diferente. 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 tracadas curvas de
crescimento bacteriano durante o periodo de avaliacdo, para
os diferentes tratamentos.

O comprimento da fase lag foi estimado como o tempo no
qual o In (DO) da fase lag equivaleu a média do In (DO) das
tré€s primeiras leituras de DO, quando as células encontravam-
se indubitavelmente em fase lag. Matematicamente, o
comprimento da fase lag (tlag) foi calculado de acordo com a
seguinte equagdo:

t,, = [(In OD, ) —al/b o

em que: In OD, = In da média das trés primeiras leituras de
DO; ‘a’ e ‘b’ = intercepto e inclinagdo da equagdo ajustada
para o In de DO na fase log em funcdo do tempo de incubagio.

Os valores de ‘g’ e ‘tlag’ foram estimados para cada uma das
oito repeti¢des separadamente.

O tempo de geragdo de H. seropedicae exposta aos
diferentes inseticidas foi calculado apds transformacgdo dos
dados de DO em In (DO). Para estes calculos, um minimo
de cinco leituras de DO, tomadas do meio da fase log, foram
consideradas.

As médias de cada tratamento inseticida foram comparadas
ado tratamento controle (sem inseticida) pelo teste de Dunnett
(p <0.05).

Os inseticidas endosulfan e carbofuran, cujas doses
comerciais apresentaram efeito significativo sobre o
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crescimento de H. seropedicae, foram posteriormente
avaliados para determinagdo das concentragdes requeridas para
inibir 50% do crescimento bacteriano in vitro (CL).

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

As solugdes estoques foram previamente diluidas em dgua
destilada em diferentes proporcdes de modo que a adi¢do 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 9 horas a 32 °C no
escuro, sendo a leitura da DO realizada ao final desse periodo,
que foi suficiente para a obtencao dos resultados.

Utilizou-se andlise de regressdo para avaliar a resposta
do crescimento bacteriano ao incremento das doses dos
inseticidas.

Os inseticidas foram testados quanto ao impacto na atividade
da nitrogenase de H. seropedicae quando esta foi cultivada
em meio semissélido JNFb livre de N (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995). Aliquotas de 20 uL. de uma
cultura de H. seropedicae crescida sob agitagdo por 24
horas em meio DIGs liquido (DO = 0,7) foram utilizadas
para inocular frascos de 50 mL contendo 25 mL do meio
semissélido com as diferentes concentragcdes de inseticidas
a serem testadas. Os inseticidas foram adicionados ao meio
semissdlido utilizando-se 200 puL de solugdes estoques de
inseticidas esterilizadas por filtragdo. Estas solugdes foram
preparadas de modo que a adig¢@o de 200 pL destas a 25 mL
de meio semissélido resultasse nas concentragdes finais dos
produtos determinadas para cada tratamento (Tabela 1). Nos
frascos utilizados como controle, adicionaram-se 200 uL
de 4gua destilada esterilizada por filtracdo em membrana
Millipore com poros de 0,22 um de didmetro. Quatro frascos
foram preparados para cada tratamento. Os frascos foram
fechados com tampao de algoddo e incubados por 24 horas,
a 32 °C no escuro. Apés este periodo, uma pelicula bem
desenvolvida foi observada na subsuperficie de todos os
frascos controle. Cada frasco foi entdo fechado com um septo
de borracha, sendo 10% da atmosfera dos mesmos (2,5 mL)
substituida por acetileno de alta pureza por meio de uma
seringa hipodérmica.

A producio de etileno foi determinada apds 12 horas de
incubacdo a 32 °C, no escuro. Tubos sem acetileno foram
também incluidos para a quantificacio do etileno endégeno.
Em seguida, para a determinagdo de etileno, 100 pL de
amostra gasosa da atmosfera dos frascos foram injetados
em um cromatégrafo a gas (Perkin-Elmer, Clarus 500) com
um detector de ionizacdo de chamas (FID) e uma coluna
capilar com fase estaciondria GS-CarbonPLOT (Agilent
J&W Scientific, Santa Clara, CA, USA). As temperaturas
de operagdo da coluna, do injetor e do detector foram 100,
150 e 180 °C, respectivamente. Nitrogénio de alta pureza foi
utilizado como gés de arraste, com fluxo de 1,8 mL min™. A
atividade da nitrogenase foi calculada em nmoles de etileno
produzido por frasco por hora. Os efeitos dos inseticidas sobre
a atividade de reducdo do acetileno (ARA) foram comparados
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ao tratamento controle pelo teste de Dunnett (p < 0,05). As
eventuais porcentagens de inibicao causadas pelos inseticidas
foram calculadas.

3 Resultados e Discussao

A curva de crescimento, baseada no aumento da densidade
Otica, da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae
sob o efeito de todos os tratamentos avaliados € visualizada
na Figura 1, sendo as equagdes, que representam o modelo
sigmoidal de regressdo, apresentadas na Tabela 2. Observa-se
que as curvas de crescimento da bactéria em meio de cultura
contendo os inseticidas imidacloprid, fipronil e thiamethoxam,
nas suas respectivas doses comerciais, ficaram muito préximas
a curva confeccionada quando a bactéria cresceu em meio
isento de inseticidas (Figura 1). No entanto, nota-se que a
presenca dos inseticidas endosulfan e carbofuran alterou a
dinamica de crescimento de H. seropedicae.

Embora a avaliacido de crescimento tenha sido realizada
por 33 horas de incubacdo, o crescimento final méximo de

1,2 1

1,0 1

0,6

Densidade ética

0.4 1

0,0 T T T T

H. seropedicae, medido pela densidade 6tica maxima (DO
maxima) a 450 nm, foi atingido entre 15 e 20 horas, para
todos os tratamentos. Este crescimento foi reduzido por
apenas dois dos cinco inseticidas testados na dose comercial:
endosulfan e carbofuran (Figura 2). Trés mecanismos
potencialmente associados a esses decréscimos na DO
mdaxima foram antevistos: (i) aumento da duracdo da fase
lag, (ii) aumento do tempo de geracdo e (iii) reducdo da
eficiéncia de utilizacdo de C e energia do meio de cultura
para o crescimento bacteriano. Destes mecanismos, 0s
dois primeiros foram testados pela estimativa do tempo
de duragdo da fase lag e do tempo de geracdo. Endosulfan
resultou em um aumento da fase lag de cerca de 2 horas. Ao
contrario do esperado, o inseticida carbofuran reduziu a fase
lag em cerca de 1 hora, comparativamente ao controle sem
inseticida (Figura 3). Madhaiyan et al. (2006) observaram que
o inseticida endosulfan, na sua dose comercial, promoveu,
em meio de cultura, um atraso inicial no crescimento de
Gluconacetobacter diazotrophicus; contudo, apds 70 horas de
avaliagdo, o crescimento ja se apresentava nos mesmos moldes

Control
Imidacloprid
———- Fipronil
————— Thiamethoxam
——-— Endosulfan

— — Carbofuran

0 3 6 9 12

15 18 21 24 27 30 33

Tempo de incubag@o (horas)

Figura 1. Crescimento da bactéria diazotrofica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade 6tica (DO =450 nm), em meio contendo cinco

inseticidas utilizados na cultura da cana-de-agtcar.

Tabela 2. Equacdes 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-agucar.

Inseticida Q =y0 + a/(1 + exp(—(x — x0)/b)) R?
testemunha ¥ =0,0387 + 1,0367/(1 + exp(—(x — 11,1471)/1,5638)) 0,99
imidacloprid 9=0,0422 + 1,0198/(1 + exp(—(x — 11,2548)/1,5453)) 0,99
fipronil $=0,0398 + 1,0437/(1 + exp(—(x — 11,0258)/1,4284)) 0,99
thiamethoxam € =0,0442 + 1,0602/(1 + exp(—(x — 11,1161)/1,4888)) 0,99
endosulfan $=0,0857 + 0,8420/(1 + exp(—(x — 11,0995)/1,1095)) 0,99
carbofuran $=00125 + 0,8077/(1 + exp(—(x — 13,7297)/3,2908)) 0,99
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Figura 2. Crescimento maximo da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade dtica (DO = 450 nm), em meio
contendo cinco inseticidas utilizados na cultura da cana-de-agucar. ***Significativo a 0,1% pelo teste de Dunnett.
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Figura 3. Duragdo da fase lag de Herbaspirillum seropedicae em meio contendo cinco inseticidas utilizados na cultura da cana-de-agtcar.
***Significativo a 0,1% pelo teste de Dunnett.

do tratamento controle. E importante ressaltar que a fase lag O inseticida carbofuran reduziu a velocidade de crescimento
representa um periodo inicial de adaptacdo da bactéria ao  de H. seropedicae, o que foi evidenciado pelo aumento do
meio antes do inicio da sua fase de reprodugdo e crescimento.  tempo de geragdo desta bactéria para 1,06 horas (Figura 4).
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Figura 4. Tempo de geragdo de Herbaspirillum seropedicae em meio contendo cinco inseticidas utilizados na cultura da cana-de-agtcar. *Significativo

a 5% pelo teste de Dunnett.

Comparativamente, o tempo de geracdo médio para
H. seropedicae em meio DIGs sem adicdo de herbicidas foi de
0,84 horas. Andalé et al. (2004) observaram que os inseticidas
imidacloprid, thiamethoxam e carbofuram foram seletivos ao
fungo entomopatogénico Beauveria bassiana. Batista Filho,
Almeida e Lamas (2001) evidenciaram que thiamethoxam foi
compativel com os microrganismos Aschersonia aleyrodis,
Bacillus thuringiensis, Baculovirus anticarsia, Beauveria
bassiana, Hirsutella thompsonii, Metarhizium anisopliae,
Nomuraea rileyi, Paecilomyces farinosus, Sporothrix
insectorum e Verticillium lecanii.

Observou-se que os dois inseticidas, imidacloprid e
thiamethoxam, que atuam como agonistas da acetilcolina, ndo
reduziram o crescimento de H. seropedicae, fato que pode ser
uma caracteristica de compostos com esse mecanismo de acao.

E importante observar que os valores de DO maximo dos
tratamentos endosulfan e carbofuran nao se igualaram aos
maximos observados no tratamento controle, mesmo apds um
periodo prolongado de incubag@o. Isto indica que os recursos
disponiveis no meio de cultura foram menos eficientemente
usados para o crescimento bacteriano (menor coeficiente de
rendimento) na presenga destes inseticidas do que nos demais
tratamentos. Sugere-se que o menor coeficiente de rendimento
de H. seropedicae na presenca de endosulfan e carbofuran seja
derivado do custo energético requerido para manuten¢do de
mecanismos metabdlicos que conferem esta tolerancia relativa
da bactéria a estes compostos. Os demais inseticidas nao
apresentaram nenhum efeito significativo sobre os parametros
de crescimento.

A dose do endosulfan que inibiu o crescimento de
H. seropedicae em 50% (CI, ) foi estimada em 6.620 g ha™!
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(Figura 5), valor este que corresponde a uma dose maior que
o dobro da dose recomendada para este inseticida. Para o
carbofuran, a dose que inibiu o crescimento da bactéria em
50% (CI,)) foi estimada em 5.639 g ha™' (Figura 6), valor
superior ao triplo da dose recomendada do produto. Esses
resultados representam doses que dificilmente ocorrerdo
em condi¢des de campo, 0 que aumenta a seguranga na
aplicacdo desses compostos, no intuito de nio prejudicar
o crescimento dessa bactéria no ambiente de producdo da
cana-de-agucar. Madhaiyan et al. (2000) relatam que o
inseticida endosulfan reduziu em 50% o crescimento de
Gluconacetobacter diazotrophicus, quando foi adicionado ao
meio na concentracéio aproximada de 8 ug mL-!, sendo esse
valor muito acima da sua dose recomendada comercialmente.
Resultados apresentados por Kanungo, Adhya e Rao (1995)
mostram que aplica¢des sequenciadas do inseticida carbofuran
promoveram incremento na populagido de Azospirillum sp. e
Azotobacter sp. na rizosfera de plantas de arroz.

Os tratamentos inseticidas avaliados — imidacloprid,
fipronil, thiamethoxam, endosulfan e carbofuran — nao
ocasionaram nenhum efeito deletério a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) de H. seropedicae, estirpe Z67 (Figura 7).
Madhaiyan et al. (2006) reportaram que o inseticida endosulfan,
na sua dose recomendada, ocasionou 33,4% de reducdo na
atividade de nitrogenase de Gluconacetobacter diazotrophicus,
em contraste com os inseticidas monochrotophos, dichlorvos
e lindane, que inibiram totalmente a atividade de nitrogenase
dessas bactérias. Os autores ainda descrevem que os inseticidas
malathion e chlorpyriphos inibiram a atividade de nitrogenase
dessa espécie em 80,9 e 83,3%, respectivamente.
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Figura 6. Crescimento da bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae, mensurado pela densidade 6tica (DO = 450 nm), em meio de cultura

contendo doses crescentes do inseticida carbofuran.

Trabalhos mostram que os inseticidas bromopropylate
(GOME-Z et al., 1998), carbaryl (GALLORI et al., 1991),
diazinon (GOMEZ et al., 1999), dieldrin (GALLORI et al.,
1991), malathion (GALLORI et al., 1991) e pyrethrin
(GALLORI etal., 1991) sdo seletivos para bactérias do género
Azospirillum. Ja os inseticidas endosulfan (BUFF; MANO;
LANGENBACH, 1992), methidathion (GOMEZ et al., 1998)
e profenofos (GOMEZ et al., 1999) sao colocados como
toxicos ou como compostos que diminuem o crescimento
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ou a atividade metabdlica dessas diazotréficas. Em relagdo
ao inseticida carbofuran, trabalhos mostram que este pode
incrementar a capacidade de fixagdo de N por Azospirillum sp.
(KANUNGO; RAMAKRISSHNAN; RAJARAMAMOHAN,
1998).

E importante salientar que os dados obtidos no presente
trabalho foram decorrentes da utilizagdo dos inseticidas na
formulacdo comercial, ou seja, principio ativo mais todos os
demais ingredientes da formulago, tal qual é comercializado, e
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Figura 7. Atividade de nitrogenase (producao de etileno) por Herbaspirillum seropedicae na presenga de cinco inseticidas utilizados na cultura da

cana-de-acucar. Teste de Dunnett a 5% de significancia.

consequentemente utilizado na agricultura. Segundo Malkones
(2000), os aditivos presentes na formulacao dos agroquimicos
podem afetar os microrganismos e, em certos casos, até
modificar o efeito do agroquimico. Para Kishinevsky et al.
(1988), € possivel que solventes, surfatantes e agentes
molhantes presentes nas formulagdes comerciais de pesticidas
contribuam para os efeitos inibitérios desses produtos no
crescimento de rizébios, outro grupo de bactérias fixadoras
de N.

Pela andlise dos resultados de crescimento de H. seropedicae
sob a influéncia dos inseticidas endosulfan e carbofuran, seria
recomendavel a realizagdo de testes de campo a fim de se
avaliarem os efeitos desses xenobidticos no desempenho dessa
diazotréfica no fornecimento de N & cultura da cana-de-agicar,
quando da aplicacdo do inoculante comercial. Mesmo que
esses pesticidas ndo tenham prejudicado a FBN in vitro, o que
é um 6timo indicativo de seletividade, o ensaio de campo ainda
assim € justificdvel e importante para dirimir qualquer ddvida
sobre a compatibilidade desses inseticidas com a técnica da
inoculacdo. E relevante ressaltar que testes in vitro mantém o
microrganismo exposto a0 méaximo ao produto fitossanitario, o
que ndo ocorre em condicdes de campo, jd que ocorrem fatores
externos que agem sobre o produto, principalmente radiagdao
solar, deriva e ventos, amenizando a agdo do principio ativo
(CAVALCANTT et al., 2002). Dessa forma, espera-se que
produtos considerados compativeis nesse tipo de teste também
o sejam quando aplicados em condi¢des de campo.

4 Conclusodes

Os inseticidas endosulfan e carbofuran prejudicam
o crescimento da bactéria diazotréfica Herbaspirillum
seropedicae, contudo ndo reduzem a fixacdo bioldgica de
nitrogénio in vitro.

v. 55, n. 4, out./dez. 2012

Carbofuran promove aumento no tempo de geragdo de
Herbaspirillum seropedicae e reducio na duracdo da fase lag.

Endosulfan aumenta a duracdo da fase lag de Herbaspirillum
seropedicae.

Os inseticidas imidacloprid, fipronil e thiamethoxam nao
ocasionam nenhum efeito deletério tanto ao crescimento quanto
a fixacdo bioldgica de nitrogénio in vitro de Herbaspirillum
seropedicae.
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