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Compatibilidade entre ativos biolégicos
bacterianos e agroquimicos utilizados na
producao de mudas de cana-de-agucar

Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira®
Michelli de Souza dos Santos?

Resumo - O objetivo deste trabalho foi determinar a compatibilidade entre
ativos bioldgicos bacterianos e produtos quimicos utilizados no sistema de
producao de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar, e a compatibilidade matua
entre cinco bactérias diazotréficas e uma estirpe osmotolerante. Os produtos
quimicos utilizados foram o promotor de crescimento vegetal Biozyme TF, o
inseticida Regent 800 WG (fipronil) e os fungicidas Priori Xtra (azoxistrobina +
ciproconazol) e Comet (piraclostrobina). Os ativos biolégicos compreenderam
a bactéria osmotolerante Bacillus aryabhattai (CMAA 1363), e as diazotroficas
Herbaspirillum seropedicae (BR 11335), H. rubrisubalbicans (BR 11504),
Paraburkholderia tropica (BR 11366), Azospirillum amazonense (BR 11145)
e Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281). Cada bactéria foi exposta
aos produtos na concentragdo maxima recomendada e semeadas em meio
de cultura apés 1, 6 e 24h de exposi¢ao, avaliando-se a sobrevivéncia celular
para cada periodo com base no nimero de ufc.mL-'. Foram construidas curvas
de crescimento utilizando-se dados empregando a transformacéao logaritmica
In(ufc.mL™") juntamente com os respectivos intervalos de confianga para
cada tratamento determinado. Para avaliar a compatibilidade mutua entre
as bactérias promotoras de crescimento e a osmotolerante foram realizados
ensaios de inibicdo em sobre-camada. O isolado de A. amazonense foi
incompativel com todos os produtos testados, enquanto que H. seropedicae,
H. rubrisubalbicans, P. tropica e G. diazotrophicus se mantiveram viaveis
quando expostos a todos os produtos, independentemente do periodo de
exposicao. Bacillus aryabhattai tolerou a exposicdo apenas ao Regent 800
WG. Nao houve inibicdo mutua entre as bactérias diazotréficas e a bactéria
osmotolerante, de modo que esta podera ser introduzida no pool de bactérias
diazotroficas utilizadas na produgédo de mudas de cana-de-agucar.

Termos para indexagao: bactérias diazotréficas, bactéria osmotolerante, an-
tagonismo, antibiose, incompatibilidade.

' Engenheiro-agronomo, doutor em Fitopatologia, pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP.

2 Engenheira-agronoma, pés-doutoranda em Fitotecnia, bolsista da Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritina, SP.



Compatibility between bacterial
assets and agrochemicals used in the
production of sugarcane seedlings

Abstract - The objective of this study was to determine the compatibility
between bacterial biological assets and chemical products commonly
employed in the production system of pre-sprouted sugarcane seedlings.
Besides, it was investigated the mutual compatibility among five diazotrophic
bacteria and one osmotolerant bacterial strain. The chemical products used
were the plant growth promoter Biozyme TF, the insecticide Regent 800 WG
(fipronil), the fungicides Priori Xtra (azoxystrobin + cyproconazole), and Comet
(pyraclostrobin). The bacteria biological assets included the osmotolerant
bacterium Bacillus aryabhattai (CMAA 1363) and the diazotrophic bacteria
Herbaspirillum seropedicae (BR 11335), H. rubrisubalbicans (BR 11504),
Paraburkholderia tropica (BR 11366), Azospirillum amazonense (BR 11145)
and Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281). Each isolate was exposed
to the mentioned products in the highest recommended concentration, and then
they were transferred to the culture medium after 1, 6 and 24h of exposition.
The evaluation was performed for each period based on the number of cfu.
mL-'. Growth curves were constructed employing logarithmic transformation
data for In(cfu.mL") accompanied by their respective confidence intervals for
each treatment in order to determine bacterial survivorship. To evaluate the
compatibility among growth promoting and osmotolerant bacteria, the inhibition
assays in overlay were performed. Azospirillum amazonense isolate was
incompatible with all products tested, however Herbaspirillum seropedicae,
H. rubrisubalbicans, Paraburkholderia tropica and Gluconacetobacter
diazotrophicus were able to remain viable when exposed to all products,
regardless the period of exposure. The bacterium Bacillus aryabhattai was
tolerant only to Regent 800 WG. There was no mutual inhibition between
the diazotrophic bacteria and the osmotolerant bacteria, which implies the
possibility of formulating a biological product with the osmotolerant bacterium
in the pool of diazotrophic bacteria for using on pre-sprouted sugarcane
seedlings production system.

Index terms: diazotrophic bacteria, osmotolerant bacteria, antagonism,
antibiosis, incompatibility.
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Introducao

O interesse na utilizagdo de microrganismos benéficos na cultura da cana-
de-agucar vem aumentando significativamente junto ao setor sucroenergético,
tendo como principal objetivo compor sistemas de produgédo mais sustentaveis.
Dentre os microrganismos benéficos com este potencial, algumas bactérias
sdo consideradas como ativos bioldgicos que podem promover avangos no
setor, trazendo ganhos econémicos e ambientais. Neste contexto, bactérias
fixadoras de nitrogénio em gramineas sido consideradas como passiveis de
oferecerem ganhos a esta cultura, quando combinadas em um pool contendo
varias espécies bacterianas. Chaves et al. (2015) utilizaram as bactérias
diazotréficas Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281), Herbaspirillum
seropedicae (BR 11335), Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR 11504),
Burkholderia tropica (BR 11366) e Azospirillum amazonense (BR 11145) para
verificar a capacidade de incrementar a brotagdo de duas variedades de
cana-de-agucar, RB867515 e IACSP95-5000. Os autores verificaram que o
genotipoinfluenciou na resposta da cana-de-agucar ainoculagdo com os ativos
bioldgicos, que a inoculagéo individual de Herbaspirillum rubrisubalbicans
(BR 11504), Azospirillum amazonense (BR 11145) e Burkholderia tropica (BR
11366) aumentou o indice de velocidade de brotacdo nas duas variedades
testadas, e que a inoculagdo mista ou individual de Gluconacetobacter
diazotrophicus (BR 11281), Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR 11504) e
Herbaspirillum seropedicae (BR 11335) promoveram o aumento da massa
seca da parte aérea na variedade IACSP95-5000.

Outro ativo biolégico de interesse é aquele com capacidade de conferir
maior tolerancia das plantas a seca. Com este enfoque, uma estirpe de
Bacillus aryabhattai (CMAA 1363) promissora em promover tolerancia de
plantas de milho a deficiéncia hidrica (KAVAMURA et al., 2013) e aumento da
biomassa de raizes de alguns gendétipos de cana-de-acucar (SANTOS et al.,
2017) é postulante a ser incorporada ao pool de bactérias diazotréficas como
ativo bioldgico associado a plantas de cana-de-agucar.

Entretanto, dois aspectos devem ser considerados na utilizagao pratica
destes ativos. No sistema de produgdo de cana-de-agucar, os inseticidas,
fungicidas (MAPA, 2018) e promotores de crescimento vegetal (SIQUEIRA,
2016) sao utilizados pelos produtores em mudas pré-brotadas. Portanto, a
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compatibilidade destes ativos biolégicos com os principais produtos em uso
configura-se de importancia para a insergao dos ativos biolégicos ao sistema
produtivo.

O segundo aspecto é a compatibilidade entre a estirpe osmotolerante B.
aryabhattai (CMAA 1363) e as demais bactérias diazotroficas. Para que possa
ser incorporada no pool de bactérias diazotréficas, a estirpe de B. aryabhattai
(CMAA 1363) nao deve produzir compostos que inibam o desenvolvimento
destas bactérias e vice-versa, pois o antagonismo entre elas culminaria
em nao estabelecer um ou mais ativos bioldgicos na planta, interferindo na
obtencgao do resultado esperado. Portanto, este trabalho teve como objetivos
determinar: 1) a compatibilidade entre ativos bioldgicos bacterianos e
produtos utilizados em mudas pré-brotadas no sistema de produgao de cana-
de-agucar; 2) a compatibilidade mutua entre as bactérias diazotréficas e a
estirpe osmotolerante.

Material e Métodos

Interagao entre defensivos agricolas e ativos
biolégicos utilizados na producao de mudas
pré-brotadas de cana-de-agucar

Nesta etapa, foram realizados ensaios para determinar a compatibilidade
das estirpes bacterianas com quatro principais produtos utilizados por
produtores de cana-de-agucar: o promotor de crescimento vegetal Biozyme
TF (Arysta LifeScience), o inseticida Regent 800 WG (fipronil 800) (BASF) e
os fungicidas Priori Xtra (azoxistrobina + ciproconazol) (Syngenta Protecao
de Cultivos Ltda.) e Comet (piraclostrobina) (BASF), na dose maxima
recomendada pelo fabricante. Na tabela 1 sdo apresentadas as especificagbes
de cada produto e as concentragdes utilizadas nos ensaios.
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Inicialmente foram preparados 300 mL de solugédo de cada produto (Tabela
1) em agua destilada estéril, em concentragdes que, em 30 mL do produto,
contivesse o dobro da concentragdo maxima recomendada. Foi produzida,
também, uma Unica solugdo com a adi¢cdo de todos os produtos quimicos
utilizados no trabalho. Os produtos foram mantidos em erlenmeyers sob
agitagao para sua total solubilizagdo e homogeneizagao e as solugdes foram
filtradas em filtro bacteriologico esterilizado, com membrana estéril de 0,22
pum (Millipore).

Foramtestadas as estirpes das espécies Gluconacetobacter diazotrophicus
(BR 11281), Azospirillum amazonense (BR 11145), Paraburkholderia tropica
(BR 11366), Herbaspirillum seropedicae (BR 11335) e H. rubrisubalbicans
(BR 11504), pertencentes a Colegéo de Culturas de Bactérias Diazotroficas
e outros Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Agrobiologia (REIS et
al., 2009).

Outro ativo biolégico testado que confere maior tolerancia das plantas
a seca foi a estirpe de Bacillus aryabhattai (CMAA 1363), da Colegédo de
Microrganismos de Importancia Agricola e Ambiental da Embrapa Meio
Ambiente (KAVAMURA et al., 2013; KAVAMURA et al., 2017; SANTOS et al.,
2017). As bactérias B. aryabhattai, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, P.
tropica foram cultivadas em meio sélido de 523 de Kado e Heskett (1970) a
27°C, onde apresentaram crescimento rapido. O isolado de A. amazonense
cresceu em meio solido LGl a 28°C, G. diazotrophicus cresceu em meio sélido
LGI-P a 29°C (BALDANI et al., 2014), pois ndo apresentaram crescimento
em meio 523 de Kado e Heskett (1970). Apos 48h de crescimento foram
preparadas suspensodes de cada bactéria em solugao estéril de NaCl a 0,85%,
ajustando-se as concentragées em espectrofotometro a A, ;nm=0,3 para
cada uma. Para cada isolado, 30 mL da suspenséao obtida foi transferida para
frasco erlenmeyer esterilizado com capacidade de 150 mL e adicionados a 30
mL do produto preparado anteriormente. Deste modo, a aliquota de mesmo
volume da suspensao bacteriana ao ser adicionada a calda, a bactéria esteve
exposta a concentragdo maxima do produto, recomendada pelo fabricante.

No tratamento controle foi realizada a adicdo solugao estéril de NaCl a
0,85%. Para a mistura de produtos, cada um foi solubilizado e homogeneizado
separadamente em agua destilada estéril em proporgdes que permitissem
que, apos combinados em volumes iguais, estivessem com o dobro das
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concentracbes maximas recomendadas. Apds a homogeneizagdo foram
transferidos 30 mL da mistura para outro erlenmeyer contendo 30 mL
da suspensao bacteriana. Os frascos de erlenmeyer foram mantidos em
agitador rotativo (shaker) com controle de temperatura a 180 rpm nas
respectivas temperaturas descritas anteriormente para cada isolado. Apds
1, 6 e 24h de exposi¢cdo de cada bactéria ao produto, aliquotas foram
retiradas e submetidas a diluicdo seriada em fator 1:10. Aliquotas de 100
WL de 3 amostras das diluigdes 10+, 10 e 106 foram semeadas em meio de
cultura em que cresceram anteriormente. Apds a incubagao por até 5 dias foi
feita a contagem diaria de colbnias e determinou-se o niumero de unidades
formadoras de coldnias por mL (ufc.mL") nas suspensdes contidas nos frascos.
Na analise foram calculadas as médias e intervalos de confianga dos dados
obtidos de 6 repeticbes com o software Excel (Microsoft), estabelecendo-se
os limiares maximo e minimo de ufc.mL™" para cada leitura, com nivel de 95%
de probabilidade. As curvas de crescimento foram construidas utilizando-se
valores transformados em logaritmo In(ufc.mL"").

Antagonismo entre bactérias promotoras
de crescimento e osmotolerante

Nesta atividade foi avaliado se a bactéria osmotolerante B. aryabhattai
produz compostos metabdlicos capazes de inibir o crescimento de
H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, P. tropica, A. amazonense, e G.
diazotrophicus. Avaliou, também, se as bactérias diazotréficas produzem
compostos metabdlicos capazes de inibir o crescimento de B. aryabhattai.

No preparo do pré-inéculo as estirpes foram mantidas em camara
climatizada do tipo BOD, em fotoperiodo de 12h, nos respectivos meios de
cultura, nas mesmas temperaturas citadas na atividade anterior, por 48h. Apds
este periodo, foram semeadas em um unico ponto, no centro da superficie do
meio de cultivo contido em placas de Petri de 9 cm de didmetro, seguindo-se
a incubacéao por 48h, nas respectivas condigdes recomendadas para o seu
crescimento. Decorrido este periodo, a colénia formada foi exposta a vapor
de cloroférmio com a finalidade de matar a bactéria. Apds a volatilizagdo em
camara de fluxo laminar, cada placa recebeu uma sobre-camada de 15 mL dos
respectivos meios semi-sélidos fundentes, contendo 200 L da suspenséao de
células da bactéria a ser testada a 10% ufc.mL™", previamente cultivada em
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meio liquido por 48h. Apds incubacdo em BOD durante 3 dias foi verificada
a presencga ou auséncia de halos de inibigdo na sobre-camada (HALFELD-
VIEIRA et al., 2015). Foram realizadas 3 repetigbes por tratamento, sendo
cada placa considerada uma repeti¢ao.

Resultados

Os produtos Biozyme TF, Comet e mistura de todos os produtos quimicos
nao permitiram crescimento da B. aryabhattai. A bactéria permaneceu viavel
quando exposta ao produto Priori Xtra pelo periodo de 1h, porém, houve
redugéo da viabilidade celular em relagdo ao controle (Figura 1). O produto
Regent 800 WG ndo comprometeu a viabilidade da bactéria por até 6h apés
a exposicao das células bacterianas ao produto, porém promoveu redugao
da viabilidade de células em relagao ao controle 24h apds a exposicao das
células bacterianas ao produto (Tabela 2).

Figura 1. Numero de células viaveis de Bacillus aryabhattai (CMAA 1363) apos 1,
6 e 24h de exposicdo a diferentes produtos utilizados em cana-de-agucar. Dados
transformados para In(ufc.mL"").
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Tabela 2. Médias de unidades formadoras de coldnias (ufc) por mL e valores limites
maximos e minimos, calculados com base nos intervalos de confianga para Bacillus
aryabhattai (CMAA 1363), apos 1, 6 e 24h de exposicéo a diferentes produtos utiliza-
dos em cana-de-agucar.

Tempo de exposicao da bactéria a diferentes produtos

Maximo
Minimo
Média

Maximo
Minimo
Média

Maximo
Minimo
Média

Maximo
Minimo
Média
Maximo
Minimo
Média
Maximo
Minimo

Média

Biozyme TF

*

*

*

Regent 800 WG

5,29 x 108
4,31 x 108

4,80 x 108
Priori Xtra
9,08 x 10°

9,20 x 10*
5,00 x 10°

Comet

*

*

Mistura

*

*

Controle
6,40 x 108
2,94 x 108

4,67 x 108

Biozyme TF

*

*

*

Regent 800 WG

4,50 x 108
3,30 x 10°

3,90 x 10°
Priori Xtra

Mistura

*

*

Controle
6,97 x 108
4,36 x 108

5,67 x 106

Biozyme TF

*

*

*

Regent 800 WG

2,06 x 107
1,73 x 107

1,89 x 107
Priori Xtra

Mistura

*

*

Controle
3,03 x 107
2,51 x 107

2,77 x 107

Médias destacadas em vermelho representam redugéo significativa do nimero de ufc.mL"
em relagdo ao controle por meio do intervalo de confianga (p< 0,05). *Nao houve cresci-

mento bacteriano.
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Todos os produtos permitiram crescimento da H. seropedicae (Figura 2).
Os produtos Comet, Biozyme TF e a mistura de todos reduziram a viabilidade
celular em relagéo ao controle, a partir de 1h de exposigéo das células bacte-
rianas a estes produtos (Tabela 3).

Figura 2. Numero de células viaveis de Herbaspirillum seropedicae (BR 11335) apds
1, 6 e 24h de exposigéo a diferentes produtos utilizados em cana-de-agucar. Dados
transformados para In(ufc.mL"").
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Tabela 3. Médias de unidades formadoras de colbnias (ufc) por mL e valores
limites maximos e minimos, calculados com base nos intervalos de confianga para
Herbaspirillum seropedicae (BR 11335), apds 1, 6 e 24h de exposigédo a diferentes

produtos utilizados em cana-de-agucar.

Tempo de exposicao da bactéria a diferentes produtos

Maximo
Minimo
Média

Maximo
Minimo
Média

Maximo
Minimo
Média

Maximo
Minimo
Média

Maximo
Minimo
Média
Maximo
Minimo
Média

Biozyme TF

5,87 x 108
2,57 x 108
4,22 x 10°

Regent 800 WG

3,23 x 107
1,97 x 107
2,60 x 107
Priori Xtra
2,00 E+07
6,82 x 108
1,34 x 107
Comet
1,52 x 107
3,34 x 108
9,27 x 108
Mistura
3,04 x 108
2,66 x 108
2,85 x 108
Controle
4,04 x 107
1,92 x 107
2,98 x 107

Biozyme TF

5,41 x 108
3,29 x 108
4,35 x 10°

Regent 800 WG

4,01 x 107
1,12 x 107
2,57 x 107
Priori Xtra
2,62 x 107
1,38 x 107
2,00 x 107
Comet
7,80 x 108
3,73 x 108
5,77 x 108
Mistura
8,30 x 108
1,75 x 108
5,03 x 108
Controle
1,75 x 107
1,05 x 107
1,40 x 107

Biozyme TF
2,52 x 108
3,29 x 108
2,20 x 108

Regent 800 WG
3,61 x 107
1,83 x 107
2,72 x 107
Priori Xtra
4,55 x 107
3,05 x 107
3,80 x 107

Comet
7,34 x 108
3,86 x 108
5,60 x 108
Mistura
4,01 x 108
3,19 x 108
3,60 x 108
Controle
3,04 x 107
1,44 x 107
2,24 x 107

Médias destacadas em vermelho representam redugéo significativa do numero de ufc.mL"!

em relagdo ao controle por meio do intervalo de confianga (p< 0,05).
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Todos os produtos permitiram crescimento da H. rubrisubalbicans (Figura
3). Os produtos Biozyme TF, Comet e a mistura de todos reduziram a viabili-
dade de células em relagéo ao controle com 1h de exposi¢ao das células bac-
terianas ao produto, enquanto o produto Regent 800 WG promoveu redugéo
de viabilidade apds 6h de exposic¢ao (Tabela 4).

Figura 3. Numero de células viaveis de Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR11504)
apos 1, 6 e 24h de exposicao a diferentes produtos utilizados em cana-de-agucar.
Dados transformados para In(ufc.mL™).
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Tabela 4. Médias de unidades formadoras de colbénias (ufc) por mL e valores
limites maximos e minimos, calculados com base nos intervalos de confianga para
Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR11504), apds 1, 6 e 24h de exposigéo a diferentes

produtos utilizados em cana-de-agucar.

Tempo de exposicao da bactéria a diferentes produtos

Biozyme TF Biozyme TF Biozyme TF
Maximo 1,98 x 107 1,01 x 107 8,74 x 108
Minimo 1,06 x 107 6,72 x 108 5,81 x 108
Média 1,52 x 107 8,42 x 108 7,28 x 108
Regent 800 WG Regent 800 WG Regent 800 WG

Maximo 4,05 x 107 1,97 x 107 3,73 x 107
Minimo 2,35 x 107 1,68 x 107 2,37 x 107
Média 3,20 x 107 1,83 x 107 3,05 x 107

Priori Xtra Priori Xtra Priori Xtra
Maximo 3,22 x 107 3,64 x 107 6,16 x 107
Minimo 2,93 x 107 1,44 x 107 3,49 x 107
Média 3,08 x 107 2,54 x 107 4,83 x 107

Comet Comet Comet

Maximo 1,31 x 107 1,98 x 107 2,46 x 107
Minimo 1,07 x 107 1,18 x 107 1,41 x 107
Média 1,19 x 107 1,58 x 107 1,94 x 107

Mistura Mistura Mistura
Maximo 7,82 x 108 1,30 x 107 1,28 x 107
Minimo 5,38 x 108 6,28 x 108 9,26 x 108
Média 6,60 x 108 9,62 x 108 1,10 x 107

Controle Controle Controle
Maximo 3,87 x 107 2,89 x 107 1,27 x 108
Minimo 2,61 x 107 2,09 x 107 5,15 x 107
Média 3,24 x 107 2,56 x 107 8,43 x 107

Médias destacadas em vermelho representam redugao significativa do numero de ufc.
mL-" em relagdo ao controle por meio do intervalo de confianga (p< 0,05).
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Todos os produtos permitiram crescimento da P. tropica (BR 11366), po-
rém reduziram a viabilidade apds 1h de exposi¢ao das células bacterianas
aos produtos (Figura 4). O produto Biozyme TF foi 0 que mais afetou a viabi-
lidade das células, com tendéncia de declinio do numero de células viaveis
apos 6h de contato com o produto (Tabela 5).

Figura 4. Numero de células viaveis de Paraburkholderia tropica (BR 11366) apds
1, 6 e 24h de exposicéo a diferentes produtos utilizados em cana-de-agucar. Dados
transformados para In(ufc.mL™").
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Tabela 5. Médias de unidades formadoras de colbénias (ufc) por mL e valores
limites maximos e minimos, calculados com base nos intervalos de confianga para
Paraburkholderia tropica (BR 11366), apds 1, 6 e 24h de exposicdo a diferentes

produtos utilizados em cana-de-agucar.

Tempo de exposicao da bactéria a diferentes produtos

Biozyme TF Biozyme TF Biozyme TF
Maximo 1,13 x 108 1,11 x 108 4,99 x 10°
Minimo 8,52 x 107 7,60 x 107 3,68 x 10°
Média 9,93 x 107 9,34 x 107 4,33 x 10°
Regent 800 WG Regent 800 WG Regent 800 WG

Maximo 4,05 x 108 7,48 x 108 8,14 x 108
Minimo 2,22 x 108 6,12 x 108 5,63 x 108
Média 3,13 x 108 6,80 x 108 6,83 x 108

Priori Xtra Priori Xtra Priori Xtra
Maximo 4,51 x 108 2,76 x 108 3,85 x 108
Minimo 2,22 x 108 2,11 x 108 3,28 x 108
Média 3,37 x 108 2,43 x 108 3,57 x 108

Comet Comet Comet

Maximo 9,06 x 108 6,27 x 107 1,27 x 108
Minimo 4,94 x 108 1,97 x 107 9,78 x 107
Média 7,00 x 108 1,46 x 108 1,13 x 108

Mistura Mistura Mistura
Maximo 5,55 x 107 6,11 x 108 2,98 x 108
Minimo 4,80 x 107 1,99 x 108 7,50 x 107
Média 5,18 x 107 4,05 x 108 1,87 x 108

Controle Controle Controle
Maximo 1,45 x 10° 4,21 x 108 2,72 x 108
Minimo 1,15 x 10° 3,99 x 108 1,01 x 108
Média 1,30 x 10° 4,10 x 108 1,87 x 108

Médias destacadas em vermelho representam reducao significativa do numero de ufc.
mL" em relagdo ao controle por meio do intervalo de confianga (p< 0,05).
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Nao houve crescimento bacteriano por todos os produtos testados e a sua
combinagdo inibiu completamente o crescimento da A. amazonense (Figura
5), sendo que o tratamento controle apresentou em média 1,33 x 108, 2,73
x 108 e 2,33 x 10°¢ ufc.mL"", apés 1h, 6h e 24h de exposicdo ao produto,
respectivamente.

Figura 5. Numero de células viaveis de Azospirillum amazonense (BR 11145) apés
1, 6 e 24h de exposicéo a diferentes produtos utilizados em cana-de-agucar. Dados
transformados para In(ufc.mL™").

Todos os produtos permitiram o crescimento da G. diazotrophicus, porém
com menor viabilidade do que o tratamento controle apds 1h de exposigao
ao produto (Figura 6). O produto Comet foi o que mais afetou a viabilidade
das células, com tendéncia de declinio do numero de células viaveis apés
1h de contato com o produto (Tabela 6). No tratamento controle, ap6s 1h
do preparo da suspensao, foi observada queda de viabilidade das células,
igualando o numero de células viaveis aos demais produtos, com excegao
do Comet. A reducéo de viabilidade e inviabilidade das células bacterianas,
quando expostas aos produtos, podem ocorrer tanto devido a toxicidade
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dos ingredientes ativos quanto a presenga de emulsificantes e demais aditi-
vos utilizados nas formulagdes (BATISTA FILHO et al., 2001).

Figura 6. Numero de células viaveis de Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281)
apos 1, 6 e 24h de exposicao a diferentes produtos utilizados em cana-de-agucar.
Dados transformados para In(ufc.mL™).
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Tabela 6. Médias de unidades formadoras de colbénias (ufc) por mL e valores
limites maximos e minimos, calculados com base nos intervalos de confianga para
Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281), apdés 1, 6 e 24h de exposicdo a
diferentes produtos utilizados em cana-de-agucar.

Tempo de exposic¢ao da bactéria a diferentes produtos

Biozyme TF Biozyme TF Biozyme TF
Maximo 2,92 x 107 3,87 x 107 1,40 x 108
Minimo 1,43 x 107 2,16 x 107 5,13 x 107
Média 2,48 x 107 3,02 x 107 9,58 x 107
Regent 800 WG Regent 800 WG Regent 800 WG

Maximo 3,24 x 107 5,71 x 107 9,51 x 107
Minimo 2,02 x 107 4,73 x 107 7,13 x 107
Média 2,63 x 107 5,22 x 107 8,32 x 107

Priori Xtra Priori Xtra Priori Xtra
Maximo 7,00 x 107 5,65 x 107 6,90 x 107
Minimo 5,10 x 107 4,15 x 107 4,30 x 107
Média 6,05 x 107 4,90 x 107 5,60 x 107

Comet Comet Comet

Maximo 2,07 x 107 2,98 x 107 8,12 x 108
Minimo 1,40 x 107 1,22 x 107 4,96 x 10°
Média 1,73 x 107 2,10 x 107 6,54 x 108

Mistura Mistura Mistura
Maximo 5,34 x 107 4,46 x107 5,11 x 107
Minimo 3,86 x 107 3,22 x 107 3,46 x 107
Média 4,60 x 107 3,84 x 107 4,28 x 107

Controle Controle Controle
Maximo 3,54 x 108 4,06 x 107 5,20 x 107
Minimo 2,36 x 108 2,98 x 107 3,64 x 107
Média 2,51 x 108 3,52 x 107 4,42 x 107

Médias destacadas em vermelho representam reducao significativa do numero de ufc.
mL-" em relagdo ao controle por meio do intervalo de confianga (p< 0,05).
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Nos ensaios de antagonismo entre as estirpes promotoras de crescimento
e a estirpe osmotolerante ndo se notou a presencga de halos de inibigao, e
tampouco nos ensaios de antagonismo das bactérias diazotréficas em relagéo
a osmotolerante e vice-versa, indicando que ndo ha metabdlitos inibitérios
que restrinjam o crescimento mutuo entre elas.

Discussao

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho fica evidente que
a utilizacdo de ativos biolégicos em misturas, quer seja com outros ativos
biolégicos, quer seja com produtos quimicos, deve ser avaliada caso a caso
e de maneira criteriosa. Isso porque, ao detectar incompatibilidade entre
alguns destes ativos ou produtos, pode haver uma limitagdo do beneficio
promovido pelos produtos, podendo resultar em descrédito por parte dos
produtores quanto & vantagem do uso de tais ativos biolégicos (CASSAN;
DIAZ-ZORITA, 2016; O'CALLAGHAN, 2016). Como exemplo, podemos citar
a incompatibilidade de A. amazonense a todos os produtos. A sua exposi¢cao
direta a esses produtos poderia comprometer a capacidade da bactéria de se
estabelecer em associagao as plantas de cana-de-agucar e nao proporcionar
o efeito desejado. A incompatibilidade, porém, poderia ser contornada
utilizando-se outros meios de inoculagdo que ndo exponham diretamente a
bactéria aos produtos (FUKAMI et al., 2016).

Por outro lado, outras bactérias foram capazes de se manterem
viaveis quando expostas a todos os produtos, como H. seropedicae, H.
rubrisubalbicans, P. tropica e G. diazotrophicus. Embora tenha havido
situagcdes em que a viabilidade das células foi menor quando em contato
direto, verificou-se que €& possivel compensar esta redugdo com um aumento
da concentragédo bacteriana quando as células forem associadas a um ou
mais produtos testados. Ja a bactéria osmotolerante B. aryabhattai admitiria
exposicao restrita ao inseticida Regent 800 WG, ja que a exposi¢cdo aos
demais produtos leva ao comprometimento em curto periodo da viabilidade
das suas células. Embora tenha havido crescimento desta bactéria quando
em contato direto com o fungicida Priori Xtra apds 1h de exposicdo, neste
periodo ja se observou redugdo significativa da sua viabilidade, resultando



24 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 77

em morte de todas as células 6h apds o contato com o produto. Portanto, nao
€ prudente considerar esta bactéria compativel com o referido produto.

Um fato interessante a ser comentado foi a observacao de casos de menor
capacidade de inibicdo de um produto a determinada estirpe bacteriana,
quando em mistura com os demais produtos. Cita-se, como exemplo,
no ensaio em que a calda do produto Comet reduziu progressivamente a
viabilidade de G. diazotrophicus apds 24h de exposi¢do, o que ndo ocorreu
quando esta bactéria estava em solugdao com todos os produtos quimicos
adicionados. Considerou-se dois fatores que podem estar relacionados
a este resultado em misturas: i) a combinagdo de produtos pode levar a
alteragcbdes em caracteristicas da calda que influenciem na capacidade de
sobrevivéncia das células bacterianas no decorrer do tempo, como exemplo,
o pH; ii) alteragbes quimicas devido as interagdes entre os produtos (RAKES
et al., 2017). Deve-se destacar que a elucidagédo dos efeitos deletérios de
cada componente adicionado as formulagdes € um fator importante que pode
influenciar na compatibilidade entre produtos quimicos e microrganismos,
uma vez que existe a possibilidade dos componentes utilizados na formulagéo
dos produtos quimicos afetarem a viabilidade dos ativos biolégicos.

Evidentemente os ensaios aqui executados simulam uma condi¢cao de
preparagao da calda com o ativo biolégico incorporado, situagao que implica
na maxima exposi¢cao da bactéria ao produto e, por este motivo, ndo se
alcanga o efeito desejado em condigbes de exposigao direta.

Em relagdo a compatibilidade entre bactérias diazotréficas e a
osmotolerante B. aryabhattai, a falta de produgdo mutua de compostos
inibitérios traz a possibilidade de inserir esta ultima no pool de bactérias,
com ampliagdo dos beneficios proporcionados pelo inoculante. A co-
inoculagdo com multiplos ativos biologicos, as vezes, demonstra que ha
maior incremento a produtividade em comparagdo ao uso de estirpes
individuais (O’'CALLAGHAN, 2016). Quando em combinacéo, além do efeito
que cada agente proporciona, considera-se, também, que ha um aumento
da probabilidade de estabelecimento de um ou mais agentes em condigdes
de ambiente que sejam desfavoraveis a outro agente que componha o
inoculante, ou até mesmo da interagao entre eles (PRASAD; BABU, 2017;
SANTIAGO et al., 2017).
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Portanto, este trabalho demonstra que o pool de bactérias diazotroficas
pode ser complementado com a estirpe osmotolerante de B. aryabhattai,
considerando que ndo ha produgdo de compostos inibitérios entre elas.
A exposicao destes ativos biolégicos aos produtos quimicos deve ser
considerada para cada combinagao em particular, de modo a ndo comprometer
o estabelecimento das bactérias em associagdo as plantas de cana-de-
agucar e, por conseguinte, o beneficio desejado. Porém, a conciliagdo entre
produtos quimicos e bioldgicos dependera do momento de exposi¢cao dos
ativos a cada produto, se em mistura a calda ou em aplicagdo posterior em
sulcos, apds cumprir o periodo de caréncia.

Conclusoes

A. amazonense (BR 11145) é incompativel com todos os produtos
quimicos testados.

H. seropedicae (BR 11335), H. rubrisubalbicans (BR 11504),
Paraburkholderia tropica (BR 11366) e G. diazotrophicus (BR 11281) sdo
compativeis com os produtos testados, porém pode haver redugdo da
viabilidade celular quando em contato direto, por determinados periodos.

A bactéria osmotolerante B. aryabhattai (CMAA 1363) é compativel com o
inseticida Regent 800 WG.

As bactérias diazotréficas H. seropedicae (BR 11335), H. rubrisubalbicans
(BR 11504), P. tropica (BR 11366), A. amazonense (BR 11145) e G.
diazotrophicus (BR 11281) e a osmotolerante B. aryabhattai (CMAA 1363)
nao produzem compostos inibitérios entre si.
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