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RESUMO GERAL

O uso de Bactérias Promotoras de Crescimentos em Plantas (BPCP) vem sendo
estudado quanto a remediacdo ambiental, visto que muitos dos solos agricolas
estdo contaminados pelo residuo dos pesticidas. Dentre tais bactérias, estdo os
géneros Burkholderia e Pseudomonas, que possuem a capacidade de crescer
em variados ambientes, possuindo habilidade de conservar o meio ambiente,
através de sua atividade em biodegradar compostos poluentes. Sendo assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de tolerancia e degradacéo
das bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97, quanto
aos inseticidas cipermetrina e metomil utilizados no controle da Spodoptera
frugiperda; avaliar a taxa respirométrica do solo quando influenciada com o
inseticida cipermetrina e as linhagens bacterianas; avaliar a influéncia da
cipermetrina sobre a producao do acido indol acético pelas BPCP e avaliar a
influéncia da inoculacdo bacteriana, cultivada com cipermetrina, em sementes
de milho. Para o teste de tolerancia aos inseticidas cipermetrina e metomil pelas
bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97, foi utilizado
0 meio minimo mineral liquido modificado acrescido de glicose, onde cada
tratamento recebeu 25-50-100 e 200 mg L* de cada inseticida, além do
tratamento controle, insento de inseticida. Para o teste de degradagcdo dos
inseticidas cipermetrina e metomil pelas bactérias avaliadas, seguiu-se a mesma
metodologia, diferindo apenas da auséncia da glicose nos tratamentos. Para o
teste da influéncia do indculo bacteriano e das diferentes concentracdes de
cipermetrina (0-25-50-100-200 mg LY no solo, o experimento foi conduzido em
microcosmos instalados em casa de vegetacédo, sendo posteriormente coletados
100g do solo e transferidos para potes afim de avaliar a taxa respiratéria do solo,
em laboratorio. Também foi avaliado a producdo do acido indol acético (AlA)
pelas BPCP, através da influéncia do inseticida cipermetrina na concetracéo de
campo. E por fim, as bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp.
UAGC97, foram cultivadas em meio na presenca e na auséncia do cipermetrina
(100 mg L) afim de serem utilizados na avaliagdo de germinacédo e
desenvolvimento do milho, sendo inculadas em sementes. As duas bactérias
avaliadas conseguiram expressar crescimento na presenca das concentracdes
dos inseticidas, demonstrando sua tolerancia quanto ao mesmo. A Burkholderia
sp. UAGC867 degradou o metomil em todas as concentracdes, e mostrou
degradacdo em 25 mg L%, do inseticida cipermetrina,pelo método avaliado. Ja a
Pseudomonas sp. UAGC97 exibiu degradacéo apenas na concentracdo 25 mg
Lt do inseticida metomil. Houve oscilagGes de diéxido de carbono capturado
entre os tratamentos avaliados, no entanto, nao foi observado desagrupamenteo
entre os tratamentos através da analise de componentes principais. A sintese do
AlA produzido pelas BPCP, n&o foi inibido pelo inseticida cipermetrina, contudo,
houve destaque da producao de AIA pela Pseudomonas sp. UAGC97 no sétimo
dia de avaliacdo. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados
no indice de velocidade de germinacdo e na percentagem de geraminacao,
contudo, nas avaliacdes de promocacao de crescimento vegetal observou que o
cultivo da Burkholderia sp. UAGC867 na presencga de 100 mg L cipermetrina
estimulou o crescimento da parte aérea das plantulas de milho, além de
apresentar resultados significativos na massa fresca e seca da parte aérea. As
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bactérias avaliadas exibem caracteristicas de promocao de crescimento vegetal,
apresentando potencial para exploragdo mais minunciosa da sua interagdo com
a planta.

Palavras-chave: pesticidas, Zea mays, lagarta do cartucho, sementes, interacao
bactéria-planta.
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GENERAL SUMARY

Bacteria Plant Growth Promoting (BPGP) has been studied as environmental
remediation, as many agricultural soils are contaminated by residue of pesticides.
Among these bacteria are Burkholderia and Pseudomonas, which have the ability
to grow in different environments, having the ability to conserve the environment
through their activity to biodegrade polluting compounds. Thus, the objective of
this study was to evaluate the potential of tolerance and degradation of bacteria
Burkholderia sp. UAGC867 and Pseudomonas sp. UAGC97, in relation to the
cypermethrin and methomyl insecticides, used to control Spodoptera frugiperda;
the respirometric rate ground when influenced with the cypermethrin insecticide
and bacterial strains; the effect of cypermethrin on the indole acetic acid
production by BPGP and the influence of bacterial inoculation with cypermethrin
in corn seeds. For the tolerance test inrelation to cypermethrin and methomyl
insecticide , the strains UAGC867 and UAGC97 were cultivated in mineral liquid
medium plus glucose and each treatment received 25-50-100 and 200 mg L of
each insecticide. The treatment control was free insecticide. Tha degradation test
of insecticides by bacteria followed the same methodology, differing only in the
absence of glucose treatments. The influence of bacterial inoculum and
concentrations different of cypermethrin (0-25-50-100-200 mg L?) in the soil, the
experiment was conducted in microcosms installed in a greenhouse, and later
collected 100 g ground and transferred to pots in order to evaluate the respiration
rate of the soil in the laboratory. It was also evaluated the production of indole
acetic acid (IAA) by PBPG, through the influence of cypermethrin insecticide in
the field concentration. Finally, the strains Burkholderia sp. UAGC867 and
Pseudomonas sp. UAGC97 were cultured in the presence and absence of
cypermethrin (100 mg L) to evaluate the germination and growth of corn seed.
The two bacteria evaluated were able to express growth in the presence of
pesticides concentrations, demonstrating their tolerance for the same.
Burkholderia sp. UAGC867 was able to degrade all methomyl concentrations,
and 25 mg L? of the insecticide cypermethrin. Pseudomonas sp. UAGC97
exhibited degradation only in 25 mg L methomyl insecticide. There carbon
dioxide captured oscillations throughout the experiment, however, was not
observed between treatments unclustering by principal component analysis. The
IAA synthesis by BPGP was not inhibited by the insecticide cypermethrin,
however, there was prominent production by Pseudomonas sp. UAGC97 on the
seventh day of evaluation. There was no statistical difference between treatments
evaluated in the germination speed index and the germination percentage. The
assessments of plant growth promotion revealed that the cultivation of
Burkholderia sp. UAGC867 in the presence of 100 mg L' cypermethrin
stimulated the growth of shoots of corn seedlings, in addition to presenting
significant results in fresh and shoot dry. The evaluated bacteria exhibit promoting
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characteristics of plant growth, with potential for more exploration of their
interaction with the plant.

Key words: pesticides, Zea mays, armyworm, seeds, interaction plant-bacteria.
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INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.), pertence a familia Poacea e, devido a sua alta
adaptabilidade, o milho € uma das culturas agricolas mais cultivadas e estudadas
mundialmente. Sua utilizacdo € muito vasta, sendo usada tanto na alimentacao
humana, quanto na alimentagdo animal (GWIRTZ, GARCIA-CASAL, 2013;
MEJIA, 2003). Geralmente, no cultivo do milho sdo usados muitos produtos
quimicos, que visam controlar a incidéncia de pragas ou doencas durante o ciclo
da cultura, sendo estes denominados como pesticidas agricolas (MEISSLE et
al., 2009).

Uma das principais pragas do milho é pertencente a ordem Lepidoptera,
da familia Noctuidae, a espécie Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), conhecida
vulgarmente como a lagarta do cartucho (FERNANDES et al., 2003;
FIGUEIREDO et al., 2006; MAPA, 2003). A praga pode provocar danos elevados
no cultivo, além de ser um inseto de dificil controle (MELO et al., 2014). O inseto
€ considerado praga-chave do milho que ataca a parte area, onde apés a
eclosdo dos ovos, as lagartas, inicialmente muito pequenas, efetuam uma
raspagem nas folhas jovens (ROSA, 2011), e conforme os insetos véo crescendo
fazem perfuragbes nas folhas, penetrando o cartucho, podendo também
danificar as espigas da cultura (MAPA, 2003).

Embora exista e esteja crescendo o0s estudos e aplicacbes de
metodologias que visam combinar diferentes praticas agricolas, como é o caso
do Manejo Integrado de Pragas (MIP) (BIRCH et al., 2011; CHANDLER et al.,
2011), ainda € comum usar inseticidas quimicos na agricultura, objetivando o
controle imediato e econémico da incidéncia da Spodoptera frugiperda (AKTAR
et al., 2009; DELCOUR et al., 2014). Sdo muitos os inseticidas registrados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (2003), de diversos grupos
guimicos, entre eles estdo os organofosforados, espinosinas, benzoiluréias,
diacilhidrazinas, éteres difenilicos, metilcarbamato de oximas e os piretroides.

A biodegradacdo de pesticidas por bactérias € outra caracteristica
importante e bastante procurada nos estudos relacionados a remediacao

ambiental (JOUTEY et al., 2013). Visto que muitos dos solos agricolas sao
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contaminados pelo residuo dos pesticidas utilizados, sejam estes inseticidas,
fungicidas ou herbicidas, ha hoje uma preocupacao em desenvolver técnicas que
venham a minimizar esses impactos ocasionados pelas mas praticas agricolas,
dando preferéncia aquelas que causem um menor impacto ambiental possivel.
Trabalhos como o de Zuo et al. (2015) e Seo et al. (2013), comprovam a eficacia
da degradacéo pelo género Pseudomonas (P. putida KT2440) de pesticidas dos
grupos piretréide e o organofosforado, além da degradacdo pelo género
Burkholderia (Burkholderia sp. C3) de inseticidas do grupo N-metilcarbamato.

Atualmente, o uso de Bactérias Promotoras de Crescimentos em Plantas
(BPCP) também estd sendo uma alternativa muito vantajosa na agricultura, pois
além do interesse em conduzir uma producdo econdmica e de alta qualidade,
sdo usados como critérios de preservacdo ambiental e saude humana
(DARTORA et al., 2013; SANTOS, VARAVALLO, 2011; FIGUEIREDO et al.,
2010). Esse grupo de bactérias se classifica como micro-organismos benéficos,
gue podem estar localizados endofiticamente (no interior) ou epifiticamente (na
superficie) nos vegetais (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010; GARCIA
etal., 2015; LIRA-CADETE et al., 2012; SILVA et al., 2012). As mesmas recebem
0 adjetivo de promotoras de crescimento vegetais por desempenharem fungdes
importantes durante a interacao bactéria/planta, como por exemplo, a fixacao
bioldgica de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfato inorganico, producao do acido
indol acético, producdo da molécula quorum sensing, controle de fitopatégenos,
controle biol6gico de pragas (HAYAT et al., 2010; FARIAS et al., 2012; GLICK,
2012; AHEMAD:; KIBRET, 2013; BALCAZAR et al., 2015).

E interessante ressaltar que todas estas e outras -carateristicas
executadas por esse grupo de micro-organismos, dependem de uma relacdo
intima e direta entre 0 gendétipo da bactéria interagindo com o genétipo da planta
(MOCALI et al., 2003; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). Além disso, as BPCP
se destacam pela capacidade de biodegradar os pesticidas agricolas (FUENTES
et al., 2010; KAFILZADEH et al., 2015).

Tendo em vista os fatos apresentados, o uso de BPCP podera auxiliar o
desenvolvimento dos vegetais, numa relacdo simbiotica, em uma area de cultivo

contaminado com pesticidas agricolas, podendo também realizar a funcdo de
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biodegradacdo. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
potencial de tolerancia e degradacdo da Burkholderia sp. UAGC867 e
Pseudomonas sp. UGC97 quanto aos inseticidas cipermetrina e metomil
utilizados no controle da S. frugiperda; avaliar a taxa respirométrica do solo
qguando influenciada com o inseticida cipermetrina e as linhagens bacterianas;
avaliar a influéncia da cipermetrina sobre a producéo do acido indol acético pelas
BPCP e avaliar a influéncia da inoculacdo bacteriana, cultivada com

cipermetrina, em plantulas de milho.
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CAPITULO [

INFLUENCIA DOS INSETICIDAS CIPERMETRINA E METOMIL NO
DESENVOLVIMENTO E PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL DAS
BACTERIAS Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97
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RESUMO

O uso de Bactérias Promotoras de Crescimentos em Plantas (BPCP) vem sendo
estudado quanto a remediacdo ambiental, visto que muitos dos solos agricolas
estdo contaminados pelo residuo dos pesticidas. Dentre tais bactérias, estdo os
géneros Burkholderia e Pseudomonas, que possuem a capacidade de crescer
em variados ambientes, possuindo habilidade de conservar o meio ambiente,
através de sua atividade em biodegradar compostos poluentes. Sendo assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de tolerancia e degradacéo
das bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97, quanto
aos inseticidas cipermetrina e metomil utilizados no controle da Spodoptera
frugiperda; avaliar a taxa respirométrica do solo quando influenciada com o
inseticida cipermetrina e as linhagens bacterianas; avaliar a influéncia da
cipermetrina sobre a producao do acido indol acético pelas BPCP e avaliar a
influéncia da inoculacdo bacteriana, cultivada com cipermetrina, em sementes
de milho. Para o teste de tolerancia aos inseticidas cipermetrina e metomil pelas
bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97, foi utilizado
0 meio minimo mineral liquido modificado acrescido de glicose, onde cada
tratamento recebeu 25-50-100 e 200 mg L' de cada inseticida, além do
tratamento controle, insento de inseticida. Para o teste de degradacdo dos
inseticidas cipermetrina e metomil pelas bactérias avaliadas, seguiu-se a mesma
metodologia, diferindo apenas da auséncia da glicose nos tratamentos. Para o
teste da influéncia do in6culo bacteriano e das diferentes concentracfes de
cipermetrina (0-25-50-100-200 mg LY no solo, o experimento foi conduzido em
microcosmos instalados em casa de vegetacédo, sendo posteriormente coletados
100g do solo e transferidos para potes afim de avaliar a taxa respiratéria do solo,
em laboratorio. Também foi avaliado a producdo do acido indol acético (AlA)
pelas BPCP, através da influéncia do inseticida cipermetrina na concetracéo de
campo. E por fim, as bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp.
UAGC97, foram cultivadas em meio na presenca e na auséncia do cipermetrina
(100 mg L?1) afim de serem utilizados na avaliagdo de germinacédo e
desenvolvimento do milho, sendo inculadas em sementes. As duas bactérias
avaliadas conseguiram expressar crescimento na presenca das concentracdes
dos inseticidas, demonstrando sua tolerancia quanto ao mesmo. A Burkholderia
sp. UAGC867 degradou o metomil em todas as concentracfes, e mostrou
degradacdo em 25 mg L%, do inseticida cipermetrina,pelo método avaliado. J& a
Pseudomonas sp. UAGC97 exibiu degradacéo apenas na concentracdo 25 mg
Lt do inseticida metomil. Houve oscilagGes de diéxido de carbono capturado
entre os tratamentos avaliados, no entanto, nao foi observado desagrupamenteo
entre os tratamentos através da analise de componentes principais. A sintese do
AlA produzido pelas BPCP, né&o foi inibido pelo inseticida cipermetrina, contudo,
houve destaque da producado de AIA pela Pseudomonas sp. UAGC97 no sétimo
dia de avaliacdo. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados
no indice de velocidade de germinacdo e na percentagem de geraminacao,
contudo, nas avaliacdes de promocacao de crescimento vegetal observou que o
cultivo da Burkholderia sp. UAGC867 na presencga de 100 mg L cipermetrina
estimulou o crescimento da parte aérea das plantulas de milho, além de
apresentar resultados significativos na massa fresca e seca da parte aérea. As
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bactérias avaliadas exibem caracteristicas de promocao de crescimento vegetal,
apresentando potencial para exploragdo mais minunciosa da sua interagdo com
a planta.

Palavras-chave: pesticidas, Zea mays, lagarta do cartucho, sementes, interacao
bactéria-planta.
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ABSTRACT

Bacteria Plant Growth Promoting (BPGP) has been studied as environmental
remediation, as many agricultural soils are contaminated by residue of pesticides.
Among these bacteria are Burkholderia and Pseudomonas, which have the ability
to grow in different environments, having the ability to conserve the environment
through their activity to biodegrade polluting compounds. Thus, the objective of
this study was to evaluate the potential of tolerance and degradation of bacteria
Burkholderia sp. UAGC867 and Pseudomonas sp. UAGC97, in relation to the
cypermethrin and methomyl insecticides, used to control Spodoptera frugiperda;
the respirometric rate ground when influenced with the cypermethrin insecticide
and bacterial strains; the effect of cypermethrin on the indole acetic acid
production by BPGP and the influence of bacterial inoculation with cypermethrin
in corn seeds. For the tolerance test inrelation to cypermethrin and methomyl
insecticide , the strains UAGC867 and UAGC97 were cultivated in mineral liquid
medium plus glucose and each treatment received 25-50-100 and 200 mg L of
each insecticide. The treatment control was free insecticide. Tha degradation test
of insecticides by bacteria followed the same methodology, differing only in the
absence of glucose treatments. The influence of bacterial inoculum and
concentrations different of cypermethrin (0-25-50-100-200 mg L) in the soil, the
experiment was conducted in microcosms installed in a greenhouse, and later
collected 100 g ground and transferred to pots in order to evaluate the respiration
rate of the soil in the laboratory. It was also evaluated the production of indole
acetic acid (IAA) by PBPG, through the influence of cypermethrin insecticide in
the field concentration. Finally, the strains Burkholderia sp. UAGC867 and
Pseudomonas sp. UAGC97 were cultured in the presence and absence of
cypermethrin (100 mg L) to evaluate the germination and growth of corn seed.
The two bacteria evaluated were able to express growth in the presence of
pesticides concentrations, demonstrating their tolerance for the same.
Burkholderia sp. UAGC867 was able to degrade all methomyl concentrations,
and 25 mg L* of the insecticide cypermethrin. Pseudomonas sp. UAGC97
exhibited degradation only in 25 mg L methomyl insecticide. There carbon
dioxide captured oscillations throughout the experiment, however, was not
observed between treatments unclustering by principal component analysis. The
IAA synthesis by BPGP was not inhibited by the insecticide cypermethrin,
however, there was prominent production by Pseudomonas sp. UAGC97 on the
seventh day of evaluation. There was no statistical difference between treatments
evaluated in the germination speed index and the germination percentage. The
assessments of plant growth promotion revealed that the -cultivation of
Burkholderia sp. UAGCB867 in the presence of 100 mg L' cypermethrin
stimulated the growth of shoots of corn seedlings, in addition to presenting
significant results in fresh and shoot dry. The evaluated bacteria exhibit promoting
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characteristics of plant growth, with potential for more exploration of their
interaction with the plant.

Key words: pesticides, Zea mays, armyworm, seeds, interaction plant-bacteria.
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1. INTRODUCAO

A produgéo total prevista para safra nacional da cultura do milho
2014/2015, segundo a CONAB (2015), foi de 84,3 milhdes de toneladas, sendo
considerada a maior safra da historia. O aumento se deu devido as condi¢des
climaticas favoraveis, as caracteristicas edafoclimaticas que o pais detém e pela
tecnologia aplicada na producdo da cultura, como o0s insumos agricolas e
tecnologia de plantio, destacada principalmente na segunda safra.

Dentre os insumos agricolas utilizados na producédo do milho, encontram-
se 0s inseticidas, compostos quimicos que ao entrarem em contato com 0s
insetos, atuam no bloqueio de algum processo fisiolégico ou bioquimico (GALLO
et al., 2002). A classificacdo dos inseticidas geralmente esta relacionada com o
modo de acdo que estes afetam o0 organismo. Os inseticidas quimicos
disponibilizados no comércio do municipio de Garanhuns (PE) utilizados no
combate do Spodoptera frugiperda, praga chave do milho, pelos agricultores da

regido, tem como ingredientes ativos cipermetrina e o metomil (MAPA, 2003).

O cipermetrina faz parte do grupo quimico piretroide, que atua na
transmissdo axbnica modulando os canais de sodio, ou seja, durante a
transmissdo do impulso nervoso ocorre a abertura desses canais, que S&o
fechados ap6s da despolarizacdo da célula nervosa. Porém, em contato com
esse grupo quimico, ocorrera ligagdes do mesmo em alguns sitios desse canal,
que o mantera aberto, provocando uma hiperexcitabilidade, devido ao periodo
prolongado do influxo de sédio apds um potencial de acao, seguido do ébito. O
metomil faz parte do grupo quimico metilcarbamato de oxima, que atua na
transmissao sinaptica inibindo a enzima acetilcolinesterase, ou seja, ndo permite
a catalisacdo do neurotransmissor acetilcolina através de sua enzina,
provocando assim a passagem continua dos impulsos nervosos, levando o

inseto a fadiga e, consequentemente, a morte (GALLO et al., 2002).

Embora os inseticidas possuam registros para serem empregados na
cultura do milho, ambos possuem classificacdo ambiental de classe Il, tendo

como definicdo produto muito perigoso ao meio ambiente (AGROFIT, 2003).
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Detectar meios que promovam degradacéo desses residuos encontrados
nos solos e, consequentemente, nas aguas subterraneas estdo sendo alvos de
estudos, e uma das alternativas que contribuem para essa questao sdo o uso de
bactérias (JING-LIANG et al., 2009; MENDOZA et al., 2011). A tecnologia
microbiana para remover pesticidas agricolas é considerada a menos perigosa,
visto que se encontra enquadrado nos quesitos sugeridos pelo triangulo da
sustentabilidade, sendo economicamente viavel, socialmente justa e
ecologicamente correta (YOU; LIU, 2004). O processo de degradacdao biologica
envolve a utilizacdo de micro-organismos eficazes que sao capazes em degradar
o complexo do pesticida em produtos inorganicos quimicos simples, pelo
processo enzimatico (VERMA et al., 2014; WOOD, 2008). Entre muitos géneros
bacterianos descritos na literatura, quanto a degradarem pesticidas e metais
pesados, estdo inclusos os géneros Pseudomonas e Burkholderia (OKOH et
al.,, 2001; RAMU; SEETHARAMAN, 2013), que apresentam potencial de

biorremediacao de solos contaminados.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)
desempenham importantes funcdes na interacdo bactéria/planta, entre tantos
mencionados em inameros trabalhos, estd a capacidade de biodegradar
pesticidas agricolas (JOUTEY et al., 2013) e a produc¢éo do acido indol acético
(AIA) (FARIAS et al, 2012; LEITE et al.,, 2014), que dependendo da
concentracdo produzida, pode promove o crescimento de raizes e caules através
do alongamento das células recém-formadas nos meristemas, além de controlar
a divisdo celuar de alguns tecidos da planta (CENTELLAS et al., 1999; TAIZ e
ZEIGER, 2004; MARCHIORO, 2005; IUNI, 2009). A sintese do AIA pode
acontecer por diversas rotas bioguimicas, contudo, a via dependente de
triptofano € a principal utilizada pelas bactérias, sendo comprovado pelo
aumento da producdo desse fitohorménio quando o mesmo é empregado
(LEITE, 2012).

Trabalhos expressam os beneficios da interacéo entre essas BPCP com
a cultura do milho, como é o caso de estudo realizado por SANTOS (2015) que

trabalhou com a Burkholderia cepacia e com a Pseudomonas putida na
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germinacao das sementes de milho, e obteve resultados vantajosos quanto ao
indice de velocidade de germinacéo (IVG) e a fitomassa total de sementes de

milho.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de
tolerancia e degradacao das linhagens bacterianas UAGC97 e UAGC867, dos
géneros Pseudomonas e Burkholderia, respectivamente, quanto aos inseticidas
cipermetrina e metomil utilizados no controle da S. frugiperda; avaliar a taxa
respirométrica do solo quando influenciada com o inseticida cipermetrina e as
linhagens bacterianas; avaliar a influéncia da cipermetrina sobre a producéo do
acido indol acético pelas BPCP e avaliar a influéncia da inoculacédo bacteriana,

cultivada com cipermetrina, em plantulas de milho.



36

MATERIAL E METODOS
2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas duas linhagens bacterianas endofitica de raiz e do
rizoplano, Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97,
respectivamente, isoladas da cultura da cana-de-acgucar
(Saccharum officinarum) (LIMA, 2012; SILVA, 2011). As bactérias sdo mantidas
em meio TSA (Tripcase Soy Agar) e sob refrigeracdo de 4°C, no Laboratorio de
Genética e Biotecnologia Microbiana (LGBM) da Unidade Académica de
Garanhuns (UAG/UFRPE). Essas linhagens foram previamente avaliadas como
fixadoras de nitrogénio, solubilizadoras de fosfato inorganico e produtoras de
acido indol acético (FARIAS, 2015; LIMA, 2012; SILVA, 2011).

2.2 Inseticidas

Foram avaliados dois inseticidas comerciais utilizados no controle da
Spodoptera frugiperda em milho, o Cipermetrina Nortox ® 250 EC, que tem como
ingrediente ativo a Cipermetrina (250 g i.a. L) e o Lannate BR ®, que tem o
Metomil como ingrediente ativo (215 gi.a. L'!), dos fabricantes Nortox e DuPont,

respectivamente.

2.3 Tolerancia bacteriana a diferentes concentracfes dos inseticidas

cipermetrina e metomil

As bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97,
foram inoculadas a partir de colbnias isoladas em meio TSA (Trypcase Soy Agar)
10% liquido, sendo mantidas sob agitacdo constante (125 rpm), durante 24-48
horas. Apos, retirou-se 2 mL do inoculo para a verificagdo da densidade Optica
(DO) em espectrofotbmetro (600 nm), sendo transferidos 10 pL do inoculo
bacteriano para tubos contendo 25 mL de Meio Minimo Mineral (MMM) liquido
modificado: 3 g K2HPO4; 0,5 g KH2PO4; 1,25 g (NH4)2S0O4; 10 mg NaCl; 100 mg


https://www.google.com.br/search?es_sm=122&q=Saccharum+officinarum&spell=1&sa=X&ei=X9yhVN_4MoigNte3hPgN&ved=0CBsQvwUoAA
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MgSOa4; 1 mg FeS0a4.7H20 por litro, com pH 7,3 (MENDOZA et al., 2011),
acrescido de glicose (10 g.L') como fonte inicial de carbono seguido dos
seguintes tratamentos: O mgL*-25mgL*-50mgL*-100mg L (equivalente
a concentracdo em campo) e 200 mg L de cada inseticida — Cipermetrina e
Metomil. Em seguida, as amostras foram incubadas sob agita¢do constante (125
rpm), a 28°C. Durante 9 dias, a DO foi verificada, em intervalos de 24 horas. O

experimento foi realizado em triplicata.

2.4 Potencial de degradacdo bacteriana dos inseticidas cipermetrina e

metomil

As duas linhagens bacterianas, Burkholderia sp. UAGC867 e
Pseudomonas sp. UAGC97, foram inoculadas a partir de colbnias isoladas em
MMM liquido modificado (MENDOZA et al., 2011), acrescido com glicose (10 g
L1), e foram mantidas sob agitagdo constante (125 rpm), durante 24-72 horas.
Em seguida, foram retirados 2 mL do inéculo para a verificacdo da densidade
optica (DO) em espectrofotbmetro (600 nm), e transferidos 10 uL do inoculo
bacteriano para tubos contendo 25 mL de MMM liquido modificado tendo como
Unica fonte de carbono cada inseticida, cipermetrina e metomil, ambos nas
seguintes concentragbes: 0 mg L't =25 mg L*-50 mg Lt — 100 mg L e 200
mg L. Posteriormente, foram incubadas sob agitacdo constante (125 rpm), a
28°C. Durante 9 dias, a DO foi verificada, em intervalos de 24 horas. O teste foi
realizado em triplicata.

2.5 Formacao de microcosmos e analise respirométrica para avaliacao da

interagao inseticida cipermetrina X inoculantes bacterianos

Inicialmente, realizou-se a coleta do solo (Figura 1A), sitiado na sementeira
do municipio de Garanhuns (PE), localizado especificamente na comunidade da
Véarzea. As analises quimicas e fisicas, foram feitas no Laboratério de Fertilidade

do Solo, do Instituto Agrondmico de Pernambuco, sendo expostas na Tabela 1.
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O solo foi distribuido em vasos com capacidade de 5 Kg, e inoculado com as
duas linhagens bacterianas e diferentes concentracbes do inseticida
cipermetrina, como esta listado na Tabela 2. Os inoculos bacterianos foram
preparados a partir de col6nias puras de bactérias, incubadas em meio de cultura
TSA 10% liquido, sob agitacdo constante (125 rpm), durante 24 h, a 28°C. Apoés
0 crescimento bacteriano, as culturas bacterianas foram diluidas em solucéo
tampédo PBS (8 g Lt de NaCl; 0,2 g Lt de KCL; 1,44 g L't de Na2HPOQgs; pH 7,4),
de forma a atingir densidade Optica de 0,095 esta realizada em

espectrofotometro (630nm), segundo Lima (2012).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento.

pH P K Ca Mg Na Al H S CTC V m Areia Silte Argila
H2O mgdm3 oo cmolc dm3 S - Yo -----m=mmmmm-
5,8 86 0,61 475 475 005 0 214 64 86 75 0 6948 16,52 14

Tabela 2. Tratamentos da inoculacdo bacteriana com diferentes concentracfes
do inseticida cipermetrina na formagéo do microcosmos.

CONCENTRACAO DO INSETICIDA

TRATAMENTO LINHAGEM BACTERIANA CIPERMETRINA (mg.L%)

1 Controle* 0

2 Controle* 25
3 Controle* 50
4 Controle* 100
5 Controle* 200
6 Burkholderia sp. (UAGC867) 0

7 Burkholderia sp. (UAGC867) 25
8 Burkholderia sp. (UAGC867) 50
9 Burkholderia sp. (UAGC867) 100
10 Burkholderia sp. (UAGC867) 200
11 Pseudomonas sp. (UAGC97) 0

12 Pseudomonas sp. (UAGC97) 25
13 Pseudomonas sp. (UAGC97) 50
14 Pseudomonas sp. (UAGC97) 100
15 Pseudomonas sp. (UAGC97) 200

*Controle = auséncia de linhagem bacteriana
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Os tratamentos foram mantidos em casa de vegetagao por 7 dias, sendo
conduzido em triplicata e em delineamento inteiramente casualizado (Figura 1B).
ApoOs a montagem dos microcosmos, foram coletadas trés amostras de cada
tratamento, de acordo com o tempo da inoculagéo bacteriana, sendo estes: 24
horas antes da inoculacdo; 24 horas depois da inoculacdo; 7 dias depois da
inoculacdo. Apos cada coleta, o material foi submetido a secagem ao ar, durante
72 horas (Figura 1C), sendo posteriormente determinada sua capacidade de

campo e utilizado nas analises respirométricas.

Figura 1. Manipulacdo do solo utilizado no experimento: A — coleta de solo; B —

disposi¢cdo do experimento em casa de vegetacéo; C — secagem ao ar do solo.

A respirométria do solo foi realizada por meio da quantificagdo do didxido
de carbono (COz2), liberado pelos micro-organismos presentes no solo. Na
quantificacdo da respiracdo de cada tratamento dos microcosmos, utilizou-se
100 gramas de solo seco, umedecido com agua destilada a 70% da capacidade
de campo, sendo entdo distribuidos em potes hermeticamente fechados (Figura
2A). Dentro de cada pote foi adicionado um copo descartavel com capacidade
de 50 ml, contendo 10 ml de NaOH (1 mol L) (Figura 2B). O pote permaneceu
fechado durante 7 dias até sua primeira leitura. A testemunha utilizada foi o pote
ausente de qualquer solo contendo apenas o hidroxido de sédio para captacao
do CO2 do ambiente.
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Em cada leitura realizada, o NaOH de cada pote foi transferido para
Erlenmeyers e adicionados 5 ml de BaCl2 (1 mol L), e 3 gotas de fenolftaleina.
A titulagcdo das amostras foi realizada com HCI (0,5 mol L) a fim de neutralizar
0 meio e quantificar o volume de CO:z. A liberagéo do dioxido de carbono, em mg
C-CO2.g* do solo, foi calculada por meio da féormula: mg C-CO2.g* = (B-V).M.E
(STOTZKY, 1965), onde o B indica o volume de HCI necessario para titular o
excedente de NaOH da prova em branco; o V indica o volume necessario para
titular o excedente de NaOH da amostra; o M indica a molaridade do HCI utilizado
e o0 E indica o numero atébmico do carbono. O experimento foi conduzido em

triplicata com disposicao aleatéria (Figura 2C).

Figura 2. Montagem do experimento de respirométria: A — pesagem do solo nos potes; B — solo
umedecido em potes hermeticamente fechado contendo NaOH; C — disposi¢do dos potes em

laboratério.

2.6 Influéncia do inseticida cipermetrina sobre a producéo in vitro do &cido

indol acético (AlA) bacteriano

Para avaliar a influéncia do inseticida cipermetrina na producédo de AIA
pelas bactérias Burkholderia sp. (UAGC867) e Pseudomonas sp. (UAGC97), as

linhagens bacterianas foram inoculadas, a partir de colénias isoladas, em meio
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TSA liquido acrescido de L-triptofano (5 mM), em duas diferentes concentracfes

de cipermetrina (Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo dos tratamentos da inoculagéo bacteriana em diferentes
concentracdes do inseticida cipermetrina no meio TSA liquido, para avaliacao da
producao de AlA.

CONCENTRACAO DE

TRATAMENTO BACTERIA CIPERMETRINA (mg.L ")
1 Burkholderia sp. (UAGC867) 0
2 Burkholderia sp. (UAGC867) 100
3 Pseudomonas sp. (UAGC97) 0
4 Pseudomonas sp. (UAGC97) 100

O experimento foi conduzido em triplicada, mantido em mesa agitadora
(120 rpm) a 28°C. A cada 24 h, num periodo de 7 dias, aliquotas de 2 mL de
cada tratamento, foram centrifugadas (12000 g). Ao sobrenadante foi
acrescentado o reagente de Salkowski (2% de FeCls 0,5 M em 35% de &cido
perclorico) (CROZIER et al., 1988), na proporcdo de 3:1, permanecendo em
repouso, na auséncia da luz, durante 30 minutos. A quantificacdo da producao
do &cido indol acético foi realizada em espectrofotbmetro (530 nm), e as
concentracdes da producao foram inferidas por meio da formula y= 692,93x +
0,6421, obtida a partir de uma curva padrao com diferentes concentracdes do
AlA (SIGMA-ALDRICH®) (ug mL*: 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350).

2.7 Influéncia da inoculacdo bacteriana, cultivada em meio com

cipermetrina, sobre agerminacao e desenvolvimento de plantulas de milho

A germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de milho, in
vitro, foram avaliadas quanto a possivel influéncia de promocéo de crescimento

vegetal das bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97,
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submetidas a seis tratamentos (Tabela 4), sob delineamento experimental

inteiramente casualizado com trés repeticdes de 20 sementes por tratamento.

Tabela 4. Tratamentos utilizados na avaliagdo da germinagao e desenvolvimento

de plantulas de milho, da variedade S&o José.

Tratamento Definicao

1 Controle total - meio ausente de bactéria e ausente do cipermetrina

Controle bactéria - meio ausente de bactéria e acrescido com cipermetrina

a100 mg L1
3 Pseudomonas sp. (UAGC97) cultivada em meio ausente do cipermetrina
4 Pseudomonas sp. (UAGC97) cultivada em meio acrescido de cipermetrina
al1l00 mg L1
5 Burkholderia sp. (UAGC867) cultivada em meio ausente do cipermetrina
5 Burkholderia sp. (UAGC867) cultivada em meio acrescido de cipermetrina

a100 mg L1

Inicialmente, as sementes foram desinfestadas superficialmente com
solucdo de NaOCI 1% por 5 min, seguida de lavagem em agua destilada. Para
a obtencédo do inoculo, coldnias puras de bactérias foram incubadas em meio de
cultura TSA 10% liquido na auséncia presenca do cipermetrina (100 mg L), sob
agitacdo constante de 125 rpm, durante 24 h, numa temperatura de 28°C. Apds
0 crescimento bacteriano, as culturas bacterianas foram diluidas em solugéo
tampdo PBS (8 g L't de NaCl; 0,2 g Lt de KCL; 1,44 g L't de Na2HPOgs; pH 7,4),
de forma a atingir densidade O6ptica de 0,095, esta realizada em
espectrofotometro a 630nm (LIMA, 2012). As sementes permaneceram imersas
nessa solucédo, por 30 minutos sob agitacdo de 120 rpm. Posteriormente,
realizou-se a semeadura em substrato de papel tipo Germitest, umedecido com
2,5 vezes 0 seu peso, com agua destilada na forma de rolo e depois mantida em

camera de germinacéo (BOD), por um periodo de 7 dias, com uma temperatura
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de 25 = 5 °C, sob fotoperiodo de 12 h. As avaliagcdes de germinagdo foram
realizadas diariamente apO0s a semeadura, computando-se 0 numero de
sementes germinadas (consideradas germinadas aquelas com emissdo da
radicula) de acordo com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
O indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) foi determinado com a contagem
diaria do numero de sementes germinadas como proposto por Maguire (1962),

para cultura do milho.

Ao término do periodo experimental (aos 7 dias apds a semeadura), foram
realizadas as avaliacbes da promocdo do crescimento vegetal, através das
seguintes variaveis: comprimento da parte aérea e comprimento da raiz,
realizados com auxilio de régua. Além dos pesos da fitomassa fresca e fitomassa
seca das plantulas, estas analisadas em balanca de preciséo, e a secagem do
material vegetal realizada em estufa a 60°C, até alcancar a massa constante,

segundo metodologia proposta por Oliveira et al., (2012).

2.8 Andlise estatistica

Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico
SISVAR versédo 5.4 (FERREIRA, 2010) para os testes avaliados. E realizada a
analise de componente principal através do programa PAST versdo 2.17c

(HAMMER et al., 2001) para a avaliacdo da respirométria.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tolerancia bacteriana a diferentes concentracdes dos inseticidas

cipermetrina e metomil

Ambas as bactérias, Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp.
UAGC97, apresentaram tolerancia aos inseticidas cipermetrina e metomil, uma
vez que foram capazes de se desenvolver nas diferentes concentracdes
avaliadas, tanto quanto no meio de cultura sem a presenca dos inseticidas
(Tabela 5). Aislabie e Lloyd-Jones (1995) afirmam que um dos fatores de
influéncia da biodegradacao € a presenca de outras fontes de carbono, o que
pode ser um fator que favoreca a degradacéo desses pesticidas pelas bactérias
avaliadas no presente trabalho, ja& que havia como fonte alternativa a glicose a
ser usado pelas linhagens bacterianas.

Com a excecado do 2° e do 7° dia de avaliagédo, a linhagem UAGC97,
apresentou variacdes estatisticas quanto a tolerancia ao inseticida cipermetrina.
Ao 3° e 8° dia de avaliacdo, a Pseudomonas sp. apresentou diminuicdo de
tolerancia a cipermetrina conforme o aumento da concentracdo do inseticida,
expressando tolerancia maxima até 50 mg L, resultado semelhante ao
encontrado pela P. aeruginosa L2-1, que conseguiu tolerar a uma concentracao
de 50 mg L do pentaclorofenol, no periodo de 2 dias de cultivo (KASEMODEL
et al., 2014).

Até o sétimo dia de avaliacdo ndo se observou diferenca estatistica do
crescimento da linhagem UAGC97 frente as diferentes concentragcdes do
metomil, dados semelhantes foram encontrados em estudos realizados por
Kasemodel et al. (2014), onde observaram que a presenca de pesticidas
organoclorados ndo influenciou significativamente o crescimento da
Pseudomonas aeruginosa L2-1, os autores sugerem que 0 género pode
apresentar mecanismos de protecdo contra o0s efeitos toxicos dos
organoclorados, podendo estar relacionados a sua degradacdo. Existe a

possibilidade da Pseudomonas sp. quando associada com outras bactérias,
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apresente tolerancia a concentragcbes mais altas de cipermetrina (DUBEY;
FULEKAR, 2012).

As concentracdes de cipermetrina avaliadas, ndo promoveram diferencga
significativa ao longo dos 9 dias de avaliacdo, na linhagem UAGC867. Contudo,
percebe-se que houve maior crescimento bacteriano na presenca do inseticida,
guando comparado ao controle. No oitavo dia, houve destaque na tolerancia da
Burkholderia sp. UAGC867 a concentracdo de 100 mg.L™? do inseticida metomil,
podendo-se inferir que a alta concentracdo do pesticida foi utilizado pelo micro-
organismo como substrato extra de carbono para o seu metabolismo (MELO;
AZEVEDO, 1997; ROSA, 2006).
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Tabela 5. Densidade Optica (600 nm) das bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97 em meio de

cultura MMM acrescido de glicose sob os tratamentos de diferentes concentragdes dos inseticidas cipermetrina e metomil,

durante 9 dias.

Burkholderia sp. UAGC867

Pseudomonas sp. UAGC97

TEMPO (DIA)

CIPERMETRINA 10 20 3° 70 8° 9o 10 20 3° 7° 8° 9o
0mg.Lt 0,128al  0,127al 0,11633al 0,10067 al 0,08633al 0,054667al | 0,18lal  0,1187al  0,178al 0,17467al 0,15833al 0,11133al
25 mg.L?! 0,144 a1 0,15 al 0,162al  015l1al 0,13033al 0,084 al 0,144a2 0,15967al 0,16767 al 0,15833al 0,14533al 0,06733 a2
50 mg.L! 0,130667 al 0,15533al 0,158al 0,15533al 0,09767 al 0,102667al | 0,158al 0,15667 al 0,15267 al 0,15267al 0,0933a2  0,105al

100 mg.L  0,136333al 0,15lal 0,14633al 0,148al 0,12967al 0,088667 al | 0,13433a2 0,14367 al 0,13467 a2 0,13633al 0,12033a2 0,034 a2
200 mg.LT  0,038667a2 0,119al 0,126667 al 0,12833al 0,11267al 0,101 al 0114a2  012al 0,11933a2 0,11967al 0,10067 a2 0,09067 al
METOMIL 1° 20 3° 70 8° 9o 1° 20 3° 70 8° 90
0mg.Lt 0,141al 0,11567al 0,107al 0,08833al 0,09133a2 0,03 a2 0,164al 0,18433al 0,17467 al 0,18433al 0,18467al 0,10167 a2
25 mg.L! 0,150333al 0,13233al 0,113al 0,10333al 0,102a2 0,108333al | 0,15433al 0,18867 al 0,20467 al 0,198al 0,193333al 0,18967 al
50 mg.L! 0,164667 al 0,14733al 0,126333al 0,116al 0,11967a2 0,121667 al | 0,14233al 0,181al 0,20567al 0,207 al 0,204667 al 0,17833 al
100 mg.L* 0,158al 0,14233al  0,12al 0,108al 0,15267al 0,107 al 0,141al  0,182al 0,19767al 0,21767 al 0,210667 al 0,17667 al
200mg.L1  0,156333al 0,16133al 0,149667 al 0,13433al 0,04733a3 0,099667 al | 0,14333al 0,18767al 0,20833al 0,22553al 0,138a2  0,20933 al

Letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott & 5% de probabilidade.



47

3.2 Potencial de degradacao bacteriana dos inseticidas cipermetrina e

metomil

O género Burkholderia tem se mostrado muito versatil em desempenhar
funcdes que auxiliem tanto na agricultura como no meio ambiente, seja em
promover o crescimento em plantas (COMPANT et al., 2005; PEREIRA et al.,
2012) fixando o nitrogénio atmosférico (SANTOS et al., 2012), solubilizando o
fosfato (SONG et al., 2008) ou em agir na biodegradacdo de ambientes poluidos
(MENDOZA et al., 2011). Ao nono dia de cultivo, pelo método utilizado, houve
degradacdo do inseticida metomil em todas as concentracdes avaliadas, pela
bactérias Burkholderia sp. UAGC867. Contudo, em relacdo a cipermetrina, esse
perfil de comportamento foi observado apenas na concentracdo de 25 mg.L*
(Tabela 6).

Entre os diferentes géneros bacterianos biodegradadores de pesticidas, o
género Pseudomonas geralmente detém a capacidade em metabolizar uma
ampla quantidade de compostos organicos (MALIK et al., 2008). A linhagem
UAGC97, representante desse género, ndo apresentou indicios em utilizar o
inseticida cipermetrina como fonte de carbono em nenhuma das concentracdes
avaliadas. Esses resultados se mostram antagonistas com estudos que relatam
gue ao passo que aumenta a concentracao do cipermetrina ha um decréscimo
de crescimento pelo género Pseudomonas e um efeito negativo na sua taxa de
degradacédo (JILANI; ALTAF KHAN, 2006; MURUGESAN et al., 2010). No
entanto, referente ao inseticida metomil, observou-se que a linhagem UAGC97
apresentou uma provavel degradacdo do inseticida na menor concentracéo

avaliada, 25 mg.L.

Nos estudos realizados por MENDOZA et al. (2011), com trés géneros
diferentes de bactérias, dentre elas a Pseudomonas e a Burkholderia, os
mesmos observaram que o género Burkholderia se mostrou menos adaptavel a
crescer durante o processo de degradacdo das concentracées 50 mg.L* e 100
mg.L ! de cipermetrina, em 10 dias de incubagdo. Quanto ao presente trabalho
nao houve diferenca estatisticas entre ambos géneros nas concentracoes

trabalhadas, exceto na concentracdo 25 mg.L! de cipermetrina, onde
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estatisticamente a linhagem UAGC867 de Burkholderia sp. se sobressaiu em
relacdo a Pseudomonas sp. UAGC97, apresentando crescimento (densidade

Optica) de 0,034 e 0,024, respectivamente, em 600 nm (Tabela 6).

Os géneros bacterianos Burkholderia e Pseudomonas sdo bastante
mencionados quanto a capacidade de degradar varios compostos quimicos
(GUPTA et al., 2015; DWIVEDI et al., 2010; MALGHANI et al., 2009; REVATHY
et al., 2015). Nesse contexto, a bactéria Burkholderia sp. UAGC867, exibiu
melhor biodegradacao em relacdo a bactéria Pseudomonas sp. UAGC97 quanto
aos inseticidas avaliados, expressando maior desempenho na degradacédo do

inseticida metomil, tal linhagem é promissora para avalia¢des futuras.
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Tabela 6. Densidade 6tica (600nm) das bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97 em meio de cultura

MMM ausente de glicose, sob os tratamentos de diferentes concentragdes dos inseticidas cipermetrina e metomil, durante 9

dias.
Burkholderia sp. UAGC867 Pseudomonas sp. UAGC97
CIPERMETRINA CIPERMETRINA

dia 0 mg.L? 25 mg.L? 50 mg.L*? 100 mg.L? 200 mg.L? 0 mg.L? 25 mg.L? 50 mg.L? 100 mg.L? 200 mg.L?
1° 0,128 a1 0,017667 a2  0,004333al 0,037333al 0,018333 al 0,181 al 0,022333al 0,007333al 0,041667al 0,020667 al
20 0,127 a1 0,022333a2 0,00867 al  0,042333 al 0,03 al 0,187 al 0,027333al 0,011667 al 0,041 a1 0,022 a1
3° 0,116333al  0,013333 a2 0,009 a1 0,024667 al 0,02 al 0,178 al 0,018333al 0,008667 al 0,037 a1 0,017 a1
7° 0,100667 al  0,019667 a2 0,01 al 0,017 a1 0,024333al | 0,174667 al 0,027 a1 0,009 a1 0,019667 al  0,022333 al
8° 0,086333a2  0,024667 a2 0,008667 al 0,004667 al 0,040667 al | 0,158333al 0,038333al 0,006667 al 0,011 a1 0,038 a1
90 0,054667 a2  0,034333al 0,003333al 0,015667 al 0,045667 al | 0,111333 a2 0,024 a1 0,038333 al 0,021 a1 0,019667 al
dia METOMIL METOMIL

1° 0,141 a1 0,003 a2 0,005 a2 0,004 a2 0,004333 a2 0,164 al 0,004333 a2 0,004 a1 0,004667 al  0,007667 al
20 0,115667 al 0,002 a2 0,000333 a2 0,000667 a2 0,001333a2 | 0,184333al  0,005667 a2 0,001667al 0,005333al 0,002667 al
3° 0,107 a1 0,001333 a2 0,001333a2 0,001667 a2 0,001333a2 | 0,174667 al  0,008667 a2 0,004333 al 0,005 a1 0,004 a1
7° 0,088333 al 0,001 a2 0,003667 a2  0,000667 a2 0,002 a2 0,184333 al 0,013 a2 0,006 a1 0,010667 al 0,008 a1
8° 0,091333al  0,003333 a2 0,025 a2 0,006 a2 0,002667 a2 | 0,0184667 al 0,026 a2 0,013 a1 0,011667 al  0,010333 al
90 0,03 a2 0,072333al 0,054667 al 0,057667 al 0,075 al 0,101667 a2 0,082 a1 0,049 a1 0,028333 al 0,041 a1

CV% =57,83

Letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott & 5% de probabilidade.
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3.3 Analise respirométrica para avaliagcdo da interagdo inseticida

cipermetrina X inoculantes bacterianos em ambiente de microcosmos

A producdo acumulada de CO2z no periodo de 21 dias do solo inoculado
com linhagens bacterianas UAGC97 e UAGC867, e contaminado com o

cipermetrina, bem como ndo contaminado, pode ser observado na Figura 3.

No microcosmos, 93,33% dos tratamentos apresentaram um aumento
inicial da taxa de diéxido de carbono, 24 horas depois da aplicacdo da montagem
do mesmo, na segunda coleta, seguido por um decréscimo na terceira coleta (7
dias), incluindo o controle. A correcdo da umidade do solo, pela adicdo da agua
destilada, pode ter ocasionado a solubilizacdo dos compostos organicos do solo,
deixando-os mais disponiveis a microbiota nativa. Contudo, a quantidade de
carbono disponibilizado nesse processo foi insuficiente para manter a populacao,
ocasionando assim um declinio da taxa respiratéria (COLLA, 2012; MERCADO,
2013).

A introducéo da linhagem UAGC867 no solo ocasionou uma diminuicao
de 10,37% da taxa de CO:2 acumulado, podendo-se inferir que houve um
desequilibrio da microbiota existente, ocasionado pela competicdo entre a
bactéria introduzida e os micro-organismos nativos, apresentando assim uma
gueda inicial na taxa respiratdria. No entanto, houve um aumento de 28,2 mg C-

CO2.g't (com 21 dia de acumulo) na coleta dos 7 dias apés a sua inoculacéo.

A aplicacdo da cipermetrina na concentracédo de 200 mg.L™, proporcionou
beneficios no aumento de mg C-COz2.g*, demonstrando que possivelmente o0s
micro-organismos nativos se beneficiaram dessa fonte de carbono em
concentracdo elevada, ou de acordo com Lopes et al. (2011) , a alta
concentracdo de metais no solo ocasionou uma maior abundancia de espécies
bacterianas resistentes, visto que em solos ndo contaminados ocorre uma

dominancia de bactérias ndo resistentes.

As oscilacdes de dioxido de carbono capturado entre os tratamentos séo
ocasionadas, entre tantos outros fatores, pela interagdo da caracteristica

fisico/quimica do solo, junto a sua umidade com a capacidade dos micro-
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organismos presentes neste solo em degradar a molécula do pesticida (SOUZA
et al., 1999).

controle+0 mg.L-1 =
UAGC867+0 mg.L-1 [——
UAGCO7+0 mg.L-1 [
controle+25 mg.L-1 [E———
UAGC867+25 mg.L-1 [
UAGCO7+25 mg.L-1 [
controle+50 mg.L-1 -
UAGC867+50 mg.L-1 - m 7 dias
T ey
|
..
]
.
]
———
——
———
——

m 24 horas

Tratamentos

UAGC97+50 mg.L-1

= antes da inoculagéo
controle+100 mg.L-1
UAGC867+100 mg.L-1
UAGC97+100 mg.L-1
controle+200 mg.L-1

UAGC867+200 mg.L-1

UAGC97+200 mg.L-1

mg C-CO,.g?

Figura 3. Producdes de C-CO:2 de trés coletas de solo (antes da inoculacéo, 24 horas depois da
inoculacdo e 7 dias depois da inoculagdo) acumuladas aos 21 dias de avaliagdo, do solo
inoculado com as linhagens bacterianas UAGC97 e UAGC867, e diferentes concentra¢des do

inseticida cipermetrina: 0, 25, 50, 100 e 200 mg.L.

A meia vida do cipermetrina no solo, segundo CHAPMAN et al. (1981), é
entre 2 a 4 semanas, no contexto do presente trabalho, o solo arenoso péde ter
sido motivo de uma baixa persisténcia do inseticida no solo (SOUSA, 2010), visto
gue na analise de componentes principais, ndo foi observado desagrupamento

pelos tratamentos avaliados (Figura 4).
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Figura 4. Andlise de componentes principais das variaveis: bactérias (B=Burkholderia sp.
UAGC867; P=Pseudomonas sp. UAGC97 e S=ausente de inoculo) e concentracdes de
cipermetrina (0 mg.L?; 25 mg.L?; 50mg.Lt; 100 mg.L?; 200 mg.L?), inoculadas em solo sob

ambiente de microcosmos.

A aglomeragdo entre os tratamentos juntamente com o tratamento
controle, que ndo apresentava aplicacdo de cipermetrina, mostra um indicativo
gue tais concentracdes do pesticida ndo apresentaram influéncia sobre liberacéo
de CO..

3.4 Influéncia do inseticida cipermetrina sobre a producéo in vitro do acido

indol acético (AlIA) bacteriano

A influéncia do inseticida cipermetrina sobre a producédo do acido indol
acético, pelas linhagens Pseudomonas sp. UAGC97 e Burkholderia sp.
UAGC867, foi avaliada por método colorimétrico (Figura 5), e quantificada. Esse

fitohormdnio, o AlA, seja quando é produzido pelas proprias plantas, seja quando
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produzido por micro-organismos, pode estimular a germinagao das sementes e
controlar os processos de crescimento vegetativos, além de iniciar o processo
de enraizamento, entre outros, revelando a importancia do mesmo para o
desenvolvimento vegetal (AHEMAD; KIBRET, 2014).

d 0 B

Figura 5. Indicativo da sintese de acido indol acético por bactérias, em meio de cultivo sem e

com o inseticida cipermetrina. Colorac¢@o résea indica producdo de AIA: A — controle; B —

producgdo na auséncia do inseticida; C — produ¢éo na presenca do inseticida.

A concentracdo de 100 mg L' de cipermetrina foi escolhida por ser
equivalente a concentracdo de aplicacdo em campo para o cultivo de milho
(NORTOX, 2013). Além disso, foi considerado o tempo de cultivo bacteriano,
uma vez que ja foi observado que a producao de AlA por bactérias, inclusive do
género Burkholderia, apresentam variacdo na quantidade de AIA produzido em
funcéo do tempo (NAVEED et al., 2014; TALLAPRAGADA et al., 2015). Diante
disso, no presente trabalho, a linhagem de Pseudomonas nado apresentou
influéncia na producgao de AIA, in vitro, pelo inseticida cipermetrina, durante os
primeiros 5 dias de cultivo. No entanto, ao sétimo dia, a producéo de AlA pela
Pseudomonas sp. UAGC97 se destacou no meio de cultivo com a cipermetrina,
chegando a uma producéo de 375,631 ug.mL™? , ou seja, nesse caso, ao longo

do tempo de cultivo o inseticida estimulou a producéo de AlA (Figura 6A).
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m 0 mg.L-1 cipermetrina
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m 0 mg.L-1 cipermetrina

m 100 mg.L-1 cipermetrina

Figura 6. Producéo do acido indol acético (AlA) pelas bactérias: Pseudomonas sp. UAGC97 (A)

e Burkholderia sp. UAGC867 (B) nas concentragdes 0 e 100 mg.L* de cipermetrina, em fungéo

do tempo de cultivo. Colunas, em cada tempo de cultivo, com letras iguais, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

A producdo do acido indol acético produzido pela Burkholderia sp.

UAGC867, foi menor na presenca do inseticida cipermetrina até o terceiro dia de

avaliacao, dados semelhantes foram observados por Ahemad e Khan (2012),

que perceberam a diminuicdo da produgcéo de AIA conforme o aumento da

concentragéo do inseticida. No entanto, do 4° ao 7° dia de avaliagdo, nao se

percebeu diferenca estatistica da producdo de AIA pela Burkholderia sp.
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UAGCS867 na presencga do pesticida em relacdo ao meio ausente do mesmo
(Figura 6B).

A bactéria Burkholderia sp. UAGC867 apresentou producfes excelentes
de AIA ao longo da avaliacéo, chegando a producdo méaxima de 926,67 ug mL™*
no meio ausente do pesticida e 893,18 ug mL! em meio acrescido de
cipermetrina, ambos na presenca do precursor triptofano, que tem como funcéo
modular os niveis de biossintese de AIA, e aumentar sua producao pela maioria
das bactérias em meio de cultura (AHMED et al., 2014).

A quantidade do &cido indol acético produzido pelas bactérias tem
influéncia de varios fatores, estando inclusos a localizacdo dos genes
responsaveis pela biossintese e a limitagdo do carbono (SPAEPEN et al., 2007).
Segundo a classificacdo feita por Montafiez et al. (2012), da producédo do AlA
pelas bactérias, a Pseudomonas sp. UAGC97 teve producéo baixa até o quinto
dia de avaliacdo (com producdo de até 50 pg mL™?), chegando no final da
avaliacdo com alta producéo do acido indol acético (superior a 150 pug mL?1). Ja
a Burkholderia sp. UAGC867 manteve ao longo do tempo com alta producéo do
fitohormdnio, dados semelhantes ao de Santos (2015), que ao testar linhagens
bacterianas pertencentes ao género Burkholderia sp., observou uma sintese
maxima na producéo do acido indol acético de 226,71 pug mL1, na presenca de

L-triptofano.

3.5 Influéncia da inoculacdo bacteriana, cultivada em meio com

cipermetrina, sobre agerminac¢éo e desenvolvimento de plantulas de milho

O cultivo das bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp.
UAGC97, em meio acrescido de cipermetrina na concentracdo de campo (100
mg L), teve como objetivo a simulagdo da atividade das bactérias na promocéo
do crescimento na fase inicial das sementes de milho, com a presenca dos
resquicios do pesticida no solo.

A capacidade das bactérias em sintetizarem o AlA, pode promover efeitos

benéficos no aumento da germinagéo e na emergéncia (ARAUJO et al., 2012;
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MIA et al., 2012). O vigor das sementes avaliadas proporcionaram além de altos
valores de IVE, uma uniformidade no percentual de germinacdo entre os
tratamentos (OLIVEIRA et al.,, 2009), ndo apresentando assim, diferenca
significativa para as variaveis analisadas, ou seja, as bactérias avaliadas nédo
apresentaram influéncia nesse processo, nem o inseticida acrescido ao meio de
cultura bacteriano interferiu de maneira significatica o percentual de germinacéo

e o indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem de germinacao e indice de velocidade de germinacao de

sementes de milho, sob diferentes tratamentos.

Tratamento % de germinagéao IVE
Controle total 98,33 al 4,917 al
Controle da bactéria 100,00 a1 5,000 al
UAGC97 ausente do cipermetrina 100,00 a1 5,000 a1
UAGC97 com 100 mg L do cipermetrina 95,00 a1 4,750 al
UAGC867 ausente do cipermetrina 98,33 al 4,917 al
UAGC867 com 100 mg L* do cipermetrina 100,00 a1 5,000 a1
CV% 2,88 2,88

Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Considerando o desenvolvimento das plantulas de milho, a presenca da
cipermetrina (100 mg L?') no meio de cultura bacteriano, estimulou o
desenvolvimento da parte aérea quando inoculadas com o género Burkholderia
sp. UAGC867, chegando a medir 9,07 cm de comprimento, enquanto que na
auséncia do inseticida, a mesma bactéria proporcionou um comprimento de 7,94

cm de parte aérea (Figura 7A).

Embora a produgéo do acido indol acético produzido pelas bactérias tenha
sido alto na presenca da cipermetrina, chegando a 893,183 ug mL?! pela
Burkholderia sp. UAGC867 e 375,631 ug mL* pela Pseudomonas sp. UAGC97
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(Figura 5), né&o foi observado um favorecimento desses inoculantes ao
desenvolvimento radicular do milho, podendo-se inferir que a alta producéo do
fitohormdnio possa ter inibido o desenvolvimento das plantulas de milho (LEITE
et al., 2014). Em contrapartida, houve desenvolvimento radicular promovido
pelas linhagens bacterianas em todos os tratamentos realizados (Figura 7B).
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Figura 7. Comprimento da parte aérea (A) e comprimento da raiz (B) de plantulas de milho
inoculadas com as bactérias Pseudomonas sp. UAGC97 e Burkholderia sp. UAGC867,

cultivadas com e sem o inseticida cipermetrina.

A linhagem de UAGC867 do género Burkholderia sp. apresentou
influéncia mais significativa quando cultivada em meio com 100 mg.L?! de
cipermetrina. Além disso, essa bactéria também favoreceu aumento de massa
fresca de raiz, mas nesse caso, apenas quando cultivada sem o inseticida
(Figura 8B). A linhagem de Pseudomonas sp. UAGC97 n&o apresentou

influéncia significativa em relacado ao ganho de massa fresca vegetal (Figura 8).

O aumento da producéo vegetal pode ser alcangado pelo uso de BPCP
(SILVA, 2014). Contudo, o nicho em que essas bactérias sdo isoladas pode ser
um dos fatores de influéncia para o desenvolvimento de uma parte especifica da
planta, visto que a houve um aumento de massa fresca da parte aérea das
plantulas nos tratamentos avaliados, independente do inseticida, pela
Burkholderia sp. UAGC867 que € endofitica de raiz, (Figura 8A), sendo também

observado por Conceicéo et al. (2008) em plantas de milho.
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Figura 8. Massa fresca da parte aérea (A) e massa fresca da raiz (B) se plantulas de milho
inoculadas com Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97, cultivadas com e sem

inseticida cipermetrina.

Em relacdo a fitomassa seca, a linhagem UAGC867 de Burkholderia sp.
apresentou 0 mesmo comportamento descrito no item anterior, ou seja, essa
linhagem influenciou positivamente o desenvolvimento da parte aérea vegetal,
em ambos os tratamentos. Mas, mais uma vez, apresentou melhor resultado
guando cultivada com o inseticida cipermetrina, apresentando um aumento de
20,30% em massa quando comparada com o controle geral. Observa-se
também que a presenca do cipermetrina contribui com um aumento de produgéo
da fitomassa seca da parte aérea produzido pela UAGC867 de 15,33% quando

contrastado com seu cultivo ausente do inseticida (Figura 9A).

A bactéria Burkholderia sp. UAGC867 quando cultivada em meio ausente
ao inseticida, promoveu 0,267 g de fitomassa seca total, peso superior ao achado
por de FARIAS (2015) com a bactéria Stenotrophomonas sp. UAGC982
(0,035Q), e inferior ao de SANTOS (2015) pela linhagem UAGF55 (7,7889),
trabalhos realizados com a mesma metodologia e mesma variedade de semente

de milho do presente estudo.

A inoculacéo da linhagem UAGC867, no meio ausente ao pesticida, ndo
apresentou diferencas estatisticas entre o controle acrescido com 100 mg.L™?, se
destacando dos demais tratamentos, chegando a um peso de 0,031g. Foi

observado que quando cultivados em meio ausente do cipermetrina, as espécies
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Pseudomonas sp. e Burkholderia sp. promoveram um ganho de massa seca do
sistema radicular de 36,59% e 7,81%, respectivamente, quando comparado com

seus cultivos em meio acrescido do inseticida (Figura 9B).
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Figura 9. Massa seca da parte aérea (A) e massa seca da raiz (B) de plantulas de milho
inoculadas com Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97, cultivadas com e sem
inseticida cipermetrina.

Embora o género bacteriano Pseudomonas tenha se mostrado em varios
trabalhos como promotoras de crescimento de plantas (ALIZADEH et al., 2013;
BABALOLA, 2010; CHAVES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012; PEDRINHO,
2009), no presente trabalho o género representado pela linhagem UAGC97 ndo

apresentou potencial de promocao.
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4. CONCLUSOES

e As bactérias Burkholderia sp. UAGC867 e Pseudomonas sp. UAGC97
conseguiram tolerar todas as concentragdes dos inseticidas cipermetrina
e metomil;

e Houve degradacéo do inseticida metomil em todas as concentragdes pela
Burkholderia sp. UAGC867, além da degradacdo do inseticida
cipermetrina na concentracdo minima de 25 mg L' pelas bactérias
Pseudomonas sp. UAGC97 e Burkholderia sp. UAGC867,;

e A taxa respirométrica do solo expressou oscilagdes quanto ao didxido de
carbono capturado nos tratamentos avaliados;

e O inseticida cipermetrina ndo inibiu a sintese do &cido indol acético pelas
bactérias promotoras de crescimento de plantas avaliadas, mostrando
destaque para a bactéria Pseudomonas sp. UAGC97;

¢ Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados no indice
de velocidade de germinacdo e na percentagem de geraminacéo,
contudo, o cultivo da bactéria Burkholderia sp. UAGC867 na presenca de
100 mg L cipermetrina estimulou o crescimento da parte aérea das
plantulas de milho, além de apresentar resultados significativos na massa
fresca e seca da parte aérea;

e As bactérias avaliadas exibem caracteristicas de promocdo de
crescimento vegetal, apresentando potencial para exploracdo mais
minunciosa da sua interacdo com a planta.
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