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RESUMO. Avaliou-se o efeito de fungicidas na sobrevivéncia da bactéria Bradyrhizobium
Jjaponicum Semia 5019 e Semia 5079 e na nodulagio em plantas de soja. Comparou-se, in
vitro, a capacidade de multiplicagio das bactérias em meio liquido YMA com duas
concentragdes dos fungicidas benomyl, carbendazim, carboxin+thiram, difenoconazole,
thiabendazole +thiram, tiofanato metilico, captan, thiram, tolylfluanid, metalaxyl,
fludioxonil+metalaxyl-m, carbendazim+thiram. A sobrevivéncia da bactéria foi medida
por plaqueamento de dilui¢des seriadas. Para ensaio em casa-de-vegetagio, sementes da cv.
‘Embrapa 48’ foram tratadas com os fungicidas thiabendazole+thiram, metalaxyl, thiram,
difenoconazole+thiram, carbendazim+thiram, fludioxonil+metalaxyl-m, tiofanato
metilico+tolylfluanid, thiabendazole e captan. Utilizou-se o inoculante turfoso na
proporcio de 10 g/kg de sementes. Avaliou-se o nimero total de nédulos e na raiz principal.
Constatou-se redugio superior a 10% em relagio 3 testemunha, na multiplicagio de B.
Jjaponicum em meio com thiram, carbendazim, carboxin+thiram e carbendazim+thiram.
Nio se observou redugio significativa de nodulagio com os fungicidas testados, sendo que
apenas para o fungicida captan o ndmero de ndédulos foi estatisticamente igual ao da
testemunha nio inoculada.
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ABSTRACT. Effect of fungicides on survival of Bradyrhizobium japonicum (Semia
5019 and Semia 5079) and soybeans nodulation. The effect of fungicides on survival of
Bradyrhizobium japonicum Semia 5019 and Semia 5079 and nodulation on soybean plants was
evaluated in Brazil. The capacity of multiplication of bacteria in YMA liquid mean with two
concentrations  of  benomyl, carbendazim, carboxin+thiram, difenoconazole,
thiabendazole +thiram,  thiophanate-methyl, carbendazim+thiram fungicides was
compared in vitro. Survival of bacteria was measured by transferring of serial dilution in
YMA mean. In greenhouse, seceds (cv. “Embrapa 48’) were treated with
thiabendazole +thiram, metalaxyl, thiram, difenoconazole+thiram, carbendazim+thiram,
fludioxonil+metalaxyl-m, thiophanate-methyl+tolyfluanid, thiabendazole and captan
fungicides. Inoculant containing both bacteria strains was inoculated in a proportion of
10 g/Kg of seeds. Nodulation in soybean plants was measured counting the total number of
nodules and those on the main root. Reduction over 10% was observed in relation to
control in multiplication of B. japonicum in means containing thiram, carbendazim,
carboxin+thiram and carbendazim+thiram. Tested fungicides did not affect nodulation.
Only captan fungicide reduced the number of nodules in the main root when compared to
control (not inoculated).

Key words: inoculum, fungicides, survival, nodulation.

Introdugdo

A inoculagio de bactérias do  género
Bradyrhizobium em sementes de soja proporcionou
considerdvel redugio no custo de produgio dessa
cultura pela eliminacio da necessidade de adubagio
nitrogenada, evitando, também, efeitos negativos ao

meio ambiente, devido ao processo de lixiviagio de
formas nitrogenadas, poluindo rios e lagos, e, por
desnitrificacio, afetando a camada de ozdénio (De-
Polli e Franco, 1985; Campo e¢ Hungria, 2000;
Embrapa, 2001).

O tratamento de sementes com fungicidas é uma
importante pritica para evitar a disseminagio de
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fitopatégenos e a infec¢io prematura das plantas,
assim como uma garantia adicional para a
emergéncia das plintulas em condigdes adversas de
semeadura, reduzindo os indices de perdas
(Embrapa Soja, 2001; Henning et al., 1997, Yorinori,
1997).

E essencial, para a instalacio da cultura, uma boa
taxa de germinagio das sementes e o suprimento
adequado de nutrientes, conseqiientemente, diversos
produtos quimicos vém sendo adicionados as
sementes de soja no plantio para o controle de
doengas causadas por fitopatégenos de solo e plantas
daninhas (Campo e Hungria, 2000; Ostiz et al.,
1989; Revellin et al, 1993). No entanto, hi
informacgoes controvertidas a respeito do uso desses
produtos quimicos quanto i compatibilidade com os
inoculantes de Bradyrhizobium (Diatloft, 1986; Singh
e Agarwal, 1993; Andrés et al., 1998). Andrés et al.
(1998) verificaram a ac¢io do fungicida thiram em
diferentes estirpes de Bradyrhizobium japonicum
resistentes ao fungicida. Os resultados obtidos
mostraram que alguns isolados mantiveram, com o
uso do fungicida, a capacidade de nodular e, ainda,
foram eficientes simbioticamente enquanto outros
isolados perderam o estimulo para nodular.

Os fungicidas Quinolate Pro (carbendazim e
6xido de cobre), Vitavax 200 FF (carboxin e thiram)
e Monceren (pencycuron), segundo Revellin et al.,
1993, tiveram um pequeno ou nenhum efeito sobre
a sobrevivéncia de B. japonicum ¢ na nodulagio e
produgio de soja, enquanto que os produtos
Germipro UFB (carbendazim e iprodione), Apron
35]  (metalaxyl) e  Tachigaren (hymexazol)
diminuiram a sobrevivéncia da bactéria, a nodulagio
e a producio de soja. Ridomil e Bavistin foram
compativeis com B. japonicum na sobrevivéncia e na
nodulagio em soja, enquanto que o fungicida thiram
foi téxico para a bactéria nos parimetros avaliados
em um trabalho feito por Singh e Lodha (1997).

Em outros trabalhos, nio se observou ac¢io dos
fungicidas sobre a bactéria B. japonicum. Gupta et al.
(1988) concluiram que o tratamento de sementes de
soja com thiram e difolatan sio efetivos na redugio
de doengas causadas por fungos de solo e os
produtos nio interferem na nodulagio em soja.

J4 no trabalho de Campo ¢ Hungria (2000), a
maioria  das  combinagdes de  fungicidas
recomendados para o tratamento de sementes de
soja possuiram ac¢io inibitéria na nodulagio da
bactéria em plantas de soja, reduzindo a fixagio
bioldgica de nitrogénio.

No presente trabalho, procurou-se verificar o
efeito de fungicidas utilizados para tratamento de
sementes de soja no Brasil na sobrevivéncia do
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rizébio e nodulacio em plantas de soja, utilizando
Bradyrhizobium japonicum estirpes Semia 5019 e 5079.

Material e métodos

Experimento 1

Avaliagio in vitro do efeito de fungicidas sobre a
multiplicagio de Bradyrhizobium japonicum estirpes
Semia 5019 e Semia 5079.

Este  experimento  foi  conduzido no
Departamento de Produgio Vegetal (DPV),
Laboratério de Fitopatologia da Faculdade de
Ciéncias  Agronomicas  (FCA)/Unesp-Botucatu,
Estado de Sio Paulo.

As bactérias foram cultivadas, em separado, no
meio de cultura liquido YMA (Vincent, 1970), sob
condigdes de temperatura ambiente de laboratério
(26°C), em frascos de 250 ml de capacidade, durante
7 dias no escuro.

Os fungicidas avaliados e suas respectivas
concentragées no meio de cultura constam na
Tabela 1.

Tabela 1. Fungicidas e suas respectivas concentragdes, avaliados
quanto ao efeito no desenvolvimento in vitro de Bradyrhizobium
japonicum, estirpes Semia 5019 e 5079

Fungicidas Concentragoes (mg ou plL/L)
CleC2'
60 mg e 180 mg

60 uL e 180 uL

Ingrediente Ativo

Benomyl
Carbendazim

carboxin + thiram 250 puL e 750 uL
Difenoconazole 33 uLe 99 uL

Thiabendazole + thiram 200 pL e 600 uL
tiofanato metilico 100 pL e 300 pL
Captan 120 mg e 360 mg
Thiram 140 pL e 420 pL
Tolylfluanid 100 mg e 300 mg
Metalaxyl 330 pL e 990 L

fludioxanil + metalaxyl m
Carbendazim+ thiram
Testemunha (dgua destilada)

100 pL e 300 pL
60 uL + 140 uL e 180 uL + 420 uL
200pL e 600uL

'C2 (3 vezes a dosagem C1)

A repicagem das bactérias foi feita transferindo-
se aliquotas de 5 ml da cultura inicial com
concentragio conhecida (Semia 5019 = 6,2 x 108
unidades formadoras de colénia (UFC) e Semia
5079 = 2 x 107 UFC) para os frascos com os
tratamentos. Cada frasco dos tratamentos continha
50ml de meio de cultura com os fungicidas nas suas
respectivas  concentragées. Os  frascos foram
colocados em estufa BOD a 26°C por 7 dias no
escuro. Diariamente, efetuou-se agitacio manual dos
frascos para promover a aeragio, favorecendo o
crescimento das bactérias.

A avaliagio dos tratamentos foi realizada na fase
exponencial de crescimento das bactérias (cerca de 7
dias apés a repicagem), através de plaqueamento em
meio YMA sélido com dilui¢gdes seriadas em agua
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destilada (107, 10 ¢ 107). Determinou-se, em cada
tratamento, o nimero de unidades formadoras de
colénias (UFC) vidveis por mL pelo método de
contagem direta. Registrou-se, também, o pH das
solugdes estoque de fungicidas e dos meios de
cultura + fungicidas, apds 7 dias de crescimento da
bactéria em cada tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 4 repeti¢des por diluicio seriada de
cada frasco dos tratamentos.

Experimento 2

Avaliagio do efeito de fungicidas sobre a
nodulagio da soja.

Este experimento foi desenvolvido em casa-de-
vegetagio no  DPV-FCA-Unesp/Botucatu-SP,
utilizando vasos plisticos com capacidade de 2 litros.

Utilizou-se um Latossolo Vermelho Escuro —
Textura Média, corrigido com calcirio dolomitico,
em quantidade necessiria para elevagio da saturagio
de bases para 70%. Foi realizada adubagio potissica e
fosfatada conforme recomendacio para a cultura
(Embrapa Soja, 2001). A cultivar utilizada foi a
Embrapa 48. Os fungicidas testados constam na
Tabela 2.

Tabela 2. Fungicidas e suas respectivas doses, avaliados quanto
a0 efeito sobre a nodulagio em soja

Fungicidas Dose (p.c/100kg de semente)

Ingrediente Ativo

Thiabendazole + thiram 200 mL/100 kg
Metalaxyl 330 mL/100 kg
Thiram 140 mL/100 kg

difenoconazole + thiram
Carbendazim + thiram

33 + 140 mL/100 kg
60 + 140 /100 kg

fludioxanil + metalaxyl m 100 mL/100 kg
tiofanato metilico + tolylfluanid 100 mL + 100 g/100 kg
Thiabendazole 25 g/100 kg
Captan

120 /100 kg
testemunha inoculada -
testemunha nio-inoculada -

O tratamento das sementes foi efetuado
individualmente em sacos plisticos, colocando 100 g
de semente, 0,6 mL de solugio de sacarose 2 10% e
os fungicidas nas suas respectivas doses, seguidos de
uma agitagio para homogeneizar os produtos nas
sementes. Apdés o tratamento das sementes,
procedeu-se a inoculagio das bactérias com 1 g do
inoculante turfoso, contendo as estirpes Semia 5019
e Semia 5079.

O delineamento experimental foi de blocos
casualizados com 9 repeti¢des, sendo cada parcela
constituida por um vaso com duas plantas.

No estidio de florescimento, avaliaram-se as
plantas mediante a contagem dos ndédulos da raiz
principal e total (raiz principal + secunddrias).

Resultados e discussao

Para a estirpe Semia 5019, no teste in vitro,
analisando a concentragio C1, observou-se que os
fungicidas thiram e carbendazim causaram maior
reducio na multiplicagio dessa bactéria (Tabela 3),
sendo esse diferencial de 12% e 14%,
respectivamente em  relagio ao  tratamento
testemunha. Essas redugdes em nada referem-se ao
pH das culturas bacterianas ji que nio ocorreram
diferengas nos tratamentos desses fungicidas em
relagio aos demais (Tabelas 4 e 5). Por outro lado, os
fungicidas thiabendazole+thiram, aparentemente,
estimularam o desenvolvimento do rizébio, sendo
inclusive superior i testemunha. O efeito pode ter
sido causado pelo préprio fungicida que inibiu o
crescimento  dessa  bactéria. Para os demais
tungicidas, ainda analisando essa estirpe ¢ a
concentragio C1, nio se constatou diferenca
estatistica em relacio ao tratamento testemunha.

Tabela 3. Avaliagio do efeito in vitro de fungicidas sobre o
desenvolvimento de Bradyrhizobium japonicum Semia 5019

Indice de eficiéncia

UFC/mL (transformadas = s
emrelacio a

Tratamentos em Log,) testernunha (%)
C1 C2 C1 C2
benomyl 839 EFG*  823°D" 94 92
Carbendazim 7,70 H 9,27B 86 104
carboxin+thiram 8,24 FG 0'F 92 0

difenoconazole
thiabendazole +thiram
tiofanato metilico

8,68 CD 9,37B 97 105
10,22 A 10,23 A 115 114
8,51 CDE 9,29B 95 104

Captan 8,44 DEFG 876D 95 98
Thiram 7,83 H 6,84 E 88 77
Tolylfluanid 8,45 EF 8,76 CD 95 98
Metalaxyl 822G 9,08 BC 92 102
fludioxonil+ metalaxyl m 8,31 EFG 9,12 BC 93 102

Carbendazim+thiram 8,73 BC 6,68 E 98 75
Testemunha 8,92B 8,94 BC 100 100

'Na diluigio 10” nio houve crescimento. Valores precisam ser testados da diluigio 107
até o concentrado; *Valores > 0 que constam na tabela foram medidos somente nas
diluigdes 107, 10 e 107; * Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem
entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

Na concentragio C2, verificou-se novamente a
agio do fungicida thiram sobre a bactéria (Semia
5019) e mais a reducio causada pela combinacio
carbendazim+thiram. No entanto, essa redugio foi
de 23% e 25%, em relacio ao tratamento
testemunha. Ji o fungicida carboxin+thiram, na
concentragio C2, nio se constatou nenhum
crescimento na diluigio 107, o que comprova uma
reducio significativa na multiplicagio dessa bactéria.
Novamente, na concentracio C2, os demais
fungicidas nio tiveram grande efeito sobre essa
bactéria, ainda que estatisticamente alguns tenham
diferido da testemunha. Nas duas concentragdes
utilizadas, cabe ressaltar a alta agio benéfica do
fungicida thiabendazole +thiram sobre a Semia 5019
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e a alta relagdio com o pH do meio de cultura
evidenciado nas duas concentragdes (Tabela 6).

Para a estirpe Semia 5079, na concentragio Cl1
(Tabela 4), observou-se redugio na multiplicacio da
bactéria na presenca dos fungicidas tiofanato
metilico, carbendazin+thiram e carboxin+ thiram da
ordem de 9%, 14% e 14%, respectivamente. A
redugio de 14% da populagio dessa bactéria na
presenga de carboxin+thiram corrobora com os
dados obtidos por Revellin ef al. (1993) que notaram
um pequeno efeito desses fungicidas na
sobrevivéncia de um isolado de B. japonicum. Com o
fungicida thiram na concentragio C1, nio se
observou nenhum crescimento na diluigio 107,
causando uma redugdo significativa dessa bactéria
em relagio ao tratamento testemunha. Ainda nessa
concentragio, nio se constatou agio sobre a bactéria
para os demais fungicidas. Para a concentracio C2,
foi observada redug¢io na multiplicagio pelos
fungicidas carbendazim, benomyl e thiram (11%,
16% e 18% de reducio, respectivamente). J4 com os
fungicidas carboxin +thiram, captan e
carbendazim+thiram, observou-se a nio-formacio
de coldnias na diluigio 10°. Para os demais
fungicidas, na concentragio C2, nio se verificou a
agio sobre essa bactéria. Novamente, observou-se a
agio benéfica do fungicida thiabendazole+thiram e a
alta relagdo com o pH do meio de cultura para a
bactéria B. japonicum Semia 5019. Os fungicidas que
nio causaram efeito sobre a multiplicagio das
bactérias também nio acidificaram o meio. Para
alguns produtos, a multiplicagio da bactéria foi
superior ao tratamento testemunha.

Com exce¢io do benomyl, nio foi observada
alteragio significativa de pH em fungio da presenga
dos fungicidas, podendo-se inferir que a acidificagio
do meio é provocada pela prépria bactéria (Tabela
5). Foi constatada maior acidificagio do meio pela
Semia 5079 do que pela Semia 5019 (Tabela 5).

Tabela 4. Valores de pH medido nas solucdes estoque de
fungicidas

Fungicidas Diluigio em dgua destilada  pH (KCI 3M)
Benomyl 1g:65,66 mL 7,48
Carbendazim 1 mL:65,66 mL 6,59
Carboxin+thiram 1 mL:15mL 7,39
difenoconazole 1 mL:120 mL 6,94
Thiabendazole+thiram 1 mL:19 mL 7,14
Tiofanato metilico 1 mL:39 mL 6,87
Captan 1g:32,33 mL 6,59
Thiram 1 mL:27,57 mL 6,96
Tolylfluanid 1g:39mL 6,34
Metalaxyl 1mL:11,12 mL 4,70
fludioxonil +metalaxyl m 1 mL:39 mL 6,70
Carbendazim +thiram 1 mL:65,66 n:r{,Le 1 mL:27,57 6,97
testemunha ~ 7.97

(4gua destilada)
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Tabela 5. Valores de pH das culturas bacterianas ap6s 7 dias de
crescimento, das estirpes Semia 5019 e Semia 5079

pH da cultura (em KCI 3M)

Tratamentos Semia 5019 Semia 5079
C1 C2 C1 C2
Benomyl 7,22 5,64 5,62 5,42
Carbendazim 7,19 741 6,15 6,40
Carboxin+thiram 6,74 6,97 6,88 6,87
difenoconazole 7,46 7,54 6,20 6,17
Thiabendazole +thiram 7,63 7,97 7,60 7,94
tiofanato metilico 7,39 7,54 6,10 6,16
Captan 7,32 6,92 6,46 6,22
Thiram 7,45 7,64 6,82 6,91
Tolylfluanid 7,33 7,54 7,01 7,43
Metalaxyl 7,26 7,48 6,38 6,47
fludioxonil +metalaxyl m 7,37 7,52 6,69 6,49
Carbendazim+ thiram 7,51 7,47 6,82 6,93
Testemunha 7,49 7,53 6,31 6,34

Tabela 6. Avaliagio do efeito in vitro de fungicidas sobre o
desenvolvimento de Bradyrhizobium japonicum Semia 5079

Indice de eficiéncia

UFC/mL (transformadas N
em relagio 2

Tratamentos em Logy) testemunha (%)
C1 C2 C1 c2
Benomyl 7,76 C* 6,57°E" 103 84
Carbendazim 747 C 7,02D 99 89
carboxin+thiram 6,45D 0'F 86 0
Difenoconazole 7,65 C 7,72 C 101 98
Thiabendazole+ thiram 10,17 A 8,70 A 135 111
tiofanato metilico 6,87 D 8,14 B 91 104
Captan 7,77C OF 103 0
Thiram 0E 6,45E 0 82
Tolylfluanid 841 B 8,79 A 112 112
Metalaxyl 7,53 C 8,58 A 100 109
fludioxonil+ metalaxyl m 7,53 C 8,07 BC 100 103
Carbendazim+thiram 6,45 D OF 86 0

Testemunha 7,54 C 7,86 BC 100 100

'Na diluigio 10* nio houve crescimento. Valores precisam scr testados da diluigio 10°
até o concentrado; *Valores > 0 que constam na tabela foram medidos somente nas
diluigdes 10°, 10 ¢ 107; * Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem
entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade

Utilizando a concentragio C1 para analisar os
dados obtidos no teste in vitro, o fungicida thiram,
isoladamente ou em combinagio com outros
produtos, causou redugio na multiplicacio das duas
estirpes de B. japonicum. Resultado semelhante foi
observado por Singh e Lodha (1997).

Na avaliacio do efeito de fungicidas sobre a
nodulagio, observou-se a¢io de redugio apenas pelo
fungicida captan (Tabela 7). No entanto, essa agio
foi pequena, ao ponto de nio causar prejuizo
significativo na fixagio bioldgica de nitrogénio. A
redugio de nédulos em plantas de soja foi observada
por Andrés et al. (1998), que utilizaram o fungicida
thiram e por Revellin ef al. (1993) pelos fungicidas
Germipro UFB, Apron 35] e Tachigaren. J4 Campo
e Hungria (2000) observaram a redugio na
nodulagio em soja causada pela maioria das
combinagdes de fungicidas recomendados para
tratamento de sementes de soja. Os dados obtidos
nesse experimento nio evidenciaram nenhuma
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redugio na nodulagio em plantas de soja pelos
fungicidas testados.

Tabela 7. Efeito dos fungicidas sobre a nodulagio da soja, em
casa-de-vegetagio

N°. de nédulos/planta

Tratamentos
Raiz principal Total'

thiabendazole +thiram 11A" 19
Metalaxyl 10A 18
Thiram 11A 20
difenoconazole +thiram 13A 22
Carbendazim +thiram 1A 23
Fludioxonil +metalaxyl m 15A 23
tiofanato metilico +tolylfluanid 8A 15
thiabendazole 1A 19
captan 7 AB 16
testemunha inoculada 8A 20
testemunha nio inoculada 3B 15

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade; 'Total = (nédulos da raiz principal + raizes secundirias)

Nio se observou uma a¢io benéfica isolada sobre
a nodulagio pelo fungicida thiabendazole+thiram
como no teste in vitro. Apesar de nio haver diferenga
estatistica entre os demais tratamentos, cabe ressaltar
a acio benéfica dos fungicidas fludioxonil+
metalaxyl e difenoconazole+thiram na nodulacio
em soja pelas estirpes Semia 5019 e 5079. Outro fato
notado ¢ a relacio direta entre os experimentos para
os fungicidas thiabendazole + thiram, metalaxyl,
fludioxonil + metalaxyl e captan.

Cabe, ainda, salientar que, a nio-redugio dos
nédulos das plantas de soja em alguns tratamentos, a
produg¢io de ndédulos superior ao tratamento
testemunha foram devidas 2 agio dos produtos
quimicos sobre fitopatégenos de solo, a antagdnicos
das bactérias e 2 nio-interferéncia desses no pH da
solu¢io do solo, o que propiciaram um ambiente
adequado ao desenvolvimento das bactérias.
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