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RESUMO

O Brasil é considerado o segundo maior produtor de soja do mundo, e ocupa o
primeiro lugar em exportacdo desse grédo. A aplicacdo de técnicas agricolas
modernas tem grande importancia no alcance e manutengdo desse patamar.
Entre essas técnicas destacam-se o surgimento do inoculante, o tratamento de
sementes com fungicida e a adubacdo de micronutrientes via semente.
Atualmente as sementes de soja veiculam fungicida, micronutriente e
inoculante. Entretanto, estudos ja realizados demonstraram incompatibilidade
entre as bactérias inoculadas com as demais praticas de tratamento de
sementes. Em funcéo disso, algumas industrias elaboraram aditivos celulares,
que aumentariam a sobrevivéncia de microorganismos inoculados nas
sementes, mesmo em presenca de fungicidas e micronutriente. Esse estudo
teve como objetivo avaliar o efeito do aditivo celular “Power” na sobrevivéncia
de bradirrizdébios presentes no inoculante “Nitragin Optimize”, e a taxa de
nodulacdo em sementes tratadas com fungicidas. O ensaio foi conduzido no
Laboratério de Fixacdo Biolégica do Nitrogénio (LFBN) da FEPAGRO e na
casa de vegetacdo da Faculdade de Agronomia da UFRGS. Sementes de soja
foram tratadas com quatro tipos de fungicidas (“Protreat 2" (PT2), “Vitavax-
Thiram” (VT), “Derosal Plus” (DP) e “Maxim XL” (MXL)), com ou sem aditivo
celular “Power” (PW) e com o inoculante “Nitragin Optimize”, constituindo os
seguintes tratamentos: T1: somente inoculante; T2: inoculante + fungicida PT2;
T3: inoculante + fungicida PT2 + aditivo PW; T4: inoculante + fungicida VT; T5:
inoculante + fungicida VT + aditivo PW; T6: inoculante + fungicida DP; T7:
inoculante + fungicida DP + aditivo PW; T8: inoculante + fungicida MXL e T9:
inoculante + fungicida MXL + aditivo PW. A sobrevivéncia das bactérias foi
avaliada em trés periodos poés-inoculacéo: 4, 24 e 48 horas. No periodo de 24
horas, as sementes tratadas foram plantadas em casa de vegetacdo e apés 25
dias de germinacdo, as raizes foram retiradas e tiveram seu peso seco e
ndmero de nodulos analisados. Os resultados do teste de sobrevivéncia
demonstraram que o numero de células de bradirrizobio foi menor nos
tratamentos que n&o receberam aditivo. O fungicida DP apresentou-se como 0
mais prejudicial a sobrevivéncia do microrganismo, enquanto o fungicida MXL
foi o de menor efeito deletério ao microorganismo. O aditivo celular “Power”
ndo demonstrou efeito benéfico em relacdo a numero e peso seco de nodulos,
assim como o efeito deletério dos fungicidas também n&o foi comprovado
guanto a essas variaveis. Mais estudos sd0 necessarios para um maior
esclarecimento acerca da eficacia do produto.

Palavras-chave: Inoculante, aditivo celular, fungicida, bradirrizobio, FBN.



ABSTRACT

Brazil is considered the second greater soybean producer in the world, and also
has the first place in exportation of this kind of grain. The application of modern
agricultural techniques has great importance in achieve and maintaining this
place. Among these techniques it's eminent the use of inoculant, the seed
treatment with fungicidal products and the manuring of micronutrients through
the seed. Nowadays the soybean seeds carry fungicides, micronutrient and
inoculant. Nevertheless, already done studies had demonstrated incompatibility
between inoculated bacteria with the other seeds treatment practices. Because
of that, some industries had created cells additives, which would enhance the
concentration of inoculated microorganisms on the seeds, even if in the
presence of fungicides and micronutrients. The present study had the objective
of evaluate the effect of the “Power” cell additive on the on the surviving of
inoculated bradyrhizobia with the “Nitragin Optimize” inoculant, and the
nodulation tax in the fungicidal treated seeds. The essay was conducted on the
FEPAGRO’s Biological Nitrogen Fixation Laboratory (LFBN) and on the
greenhouse of Agronomic Faculty from Rio Grande do Sul Federal University
(UFRGS). Soybean seeds were treated with four kinds of fungicides (“Protreat
2" (PT2), “Vitavax-Thiram” (VT), “Derosal Plus” (DP) and “Maxim XL” (MXL)),
with or without the “Power” cell additive (PW) and with the “Nitragin Optimize”
inoculant, constituting the following treatments: T1: inoculant only; T2: inoculant
+ PT2 fungicide; T3: inoculant + PT2 fungicide + PW additive; T4: inoculant +
VT fungicide; T5: inoculant + V'T fungicide + PW additive; T6: inoculant + DP
fungicide; T7: inoculant + DP fungicide + PW additive; T8: inoculant + MXL
fungicide and T9: inoculant + MXL fungicide + PW additive. The bacterial
surviving was avaliated in three different periods of time after inoculation: 4, 24
and 48 hours. At the 24 hours period, the treated seeds were planted in the
greenhouse and after 25 germination days, the roots were removed and their
weight and the nodules quantity analyzed. The surviving test results
demonstrated that the cell number of bradirhizobes was smaller on the
treatments with no additive. The fungicidal DP was the most prejudicious to the
microorganism survival, while the fungicidal MXL had the lowest deleterious
effect on the microorganisms. The “Power” cell additive had not demonstrated a
beneficial effect on the number and dry weight of nodules, as well the
deleterious effect of fungicides was also not been proved on such variables.
More studies are necessary to clarify the product efficacy.

Key Words: Inoculant, cell additive, fungicide, bradyrhizobia, NBF.
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1. INTRODUCAO

O interesse mundial na soja (Glycine max) €, em grande parte, devido ao
elevado teor de proteina de seus graos (cerca de 40%), constituindo importante
fonte de alimentacdo tanto animal quanto humana (Crispino et al., 2001). A
manuten¢do do patamar de segundo maior produtor e exportador de soja do
mundo tem sido realizado pelo Brasil através do aumento progressivo das
areas de cultivo, e também pela elevacao da produtividade nas lavouras. Como
fatores determinantes para isto sdo apontados, principalmente, a indexacao do
valor da oleaginosa e a aplicacdo intensiva de técnicas agricolas modernas.
Dentre essas técnicas, as praticas fitossanitarias e nutricionais vém tendo
papel preponderante para o atual quadro de participagdo da soja no mercado
internacional.

Desde o advento do plantio direto na cultura desse grédo, as praticas
fitossanitarias tém evoluido no sentido da diminuicdo dos riscos de baixa
produtividade e desenvolvimento de pragas de lavoura, e do aumento do
retorno econdmico, obtidos através de um padrédo de lavoura que busque
expressar o potencial genético de producéo da soja. Dentre estas, destacam-se
0 surgimento do inoculante, o tratamento de sementes com fungicidas, e a
adubacao de micronutrientes via semente.

A inoculacdo é uma das praticas mais importantes no cultivo da soja.
Isto se deve a necessidade da cultura em obter o nitrogénio atmosférico (N,),
um elemento essencial ao seu pleno crescimento e estabelecimento. Tal
necessidade pode ser suprida através da simbiose de microrganismos do
género Bradyrhizobium com as raizes da leguminosa. Os bradirrizébios
possuem a capacidade de romper a ligacao triplice do nitrogénio atmosférico e
torna-lo assimilavel para o vegetal como nitrogénio organico. Em troca, a planta
oferece protecdo dentro de suas raizes e compostos organicos, oriundos da
fotossintese, ao microrganismo. Esse processo € denominado Fixacao
Bioldgica do Nitrogénio (FBN). A inoculagéo tradicional consiste em transferir
bradirrizobios do produto inoculante para a superficie das sementes, que

durante a germinacdo e desenvolvimento da plantula, irdo infectar a mesma,
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levando a formacéo de nédulos no sistema radicular, por onde a planta obtera
o nitrogénio indispensavel ao seu desenvolvimento.

Quanto maior o niumero de bactérias inoculadas na semente, maior a
competicdo com as populacdes bacterianas ja existentes no solo, resultando na
formacdo de nodulos com as estirpes introduzidas pelo inoculante, as quais
sdo comprovadamente mais eficientes no processo de FBN. Além disso, a
presenca de bactérias inoculadas favorece a formacdo de nddulos nas raizes
principais e na coroa radicular, que s&o maiores e fixam maior quantidade de
N, do que os nédulos localizados nas raizes secundarias (Henning, 1997). Os
inoculantes no Brasil sdo formulados com a combinacéo aleatéria, duas a duas,
das quatro estirpes recomendadas das espécies Bradyrhizobium japonicum,
SEMIA 5079 e SEMIA 5080 e espécies B. elkanii, SEMIA 587 e SEMIA 5019,
consideradas as mais responsivas pela pesquisa brasileira e autorizadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), conforme
Instrucdo Normativa n° 5, de 06 de agosto de 2004.

Para cada 1000 kg de soja produzidos, a planta necessita de 80 kg de N,
em média (65 kg alocados nas sementes, tendo aproximadamente 40% de
conteudo protéico, e 15 kg alocados em raizes, caules e folhas). Sendo assim,
para alcancar a média nacional de producdo de 2737 kg.ha™ de soja, sdo
necessarios 220 kg N.ha™. Os solos brasileiros s&o deficientes em N, suprindo
a demanda em apenas 15-30 kg N.ha®, restando uma deficiéncia de
aproximadamente 200 kg N.ha™, necesséarios ao pleno desenvolvimento da
cultura de soja (Hungria et al., 2005).

No Brasil, o cultivo de soja é recomendado com indice zero de
fertilizante nitrogenado (Mercante et al., 2007). Mesmo em solos com grandes
quantidades de restos vegetais, ndo ha efeito positivo da aplicacdo de N na
producdo de grdos, além de interferir negativamente na nodulacdo por
bradirrizébios (Henning, 1997). A eficiéncia da fertilizacdo nitrogenada
raramente alcanca 60%, requerendo aproximadamente 330 kg.ha™ de N ou
710 kg.ha™ de uréia (46,64% de N) para alcancar o rendimento desejado. Com
0 preco do quilograma da uréia a US$ 0,20, o custo da aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados chega, em média, a US$ 142.ha™ (Hungria et al.,
2005). Quando se extrapolam tais custos para uma escala nacional, a

adubacao nitrogenada com uréia custaria anualmente, US$ 3 bilhdes para
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suprir toda a area plantada de soja no Brasil (21 milhdes de ha). Aléem disso, os
fertilizantes nitrogenados tém um elevado custo ambiental, pois, em média, sdo
gastos seis barris de petrdleo para a sintese de uma tonelada de uréia
(Crispino et al., 2001). Segundo a FAO (1985), a taxa de FBN situa-se entre 60
e 220 kg de N.ha' ao ano. Essa taxa seria suficiente para suprir as
necessidades de nutricdo nitrogenada da planta durante o ciclo de cultura,
eliminando por completo a necessidade de adubacdo com uréia, evitando,
também, efeitos negativos ao meio ambiente, devido ao processo de lixiviacao
de formas nitrogenadas, poluindo rios e lagos, e, por desnitrificacédo, afetando a
camada de ozoénio (DePolli & Franco, 1985; Campo & Hungria, 2000; Embrapa,
2001).

Com o desenvolvimento da tecnologia da inoculacéo, a producao de soja
no Brasil tornou-se viavel. O produtor economiza aproximadamente R$
460,00.ha™, ou 57,5%, do valor de sua producéo usando inoculantes ao invés
de adubos nitrogenados. No Brasil, essa porcentagem significa uma economia
de 5 bilhdes de reais ao ano (Embrapa Soja, 2008). Em termos de
porcentagem, a inoculacdo de sementes de soja representa acréscimos de
rendimento de 4% a 15%, com custo em torno de 0,5% do custo de instalacao
da lavoura (Henning et al., 1997).

Com o tempo, também se tornou imprescindivel a necessidade do
tratamento fitossanitario das sementes com fungicidas. A propagacdo de
doencas fungicas causadas por organismos como Phomopsis sp., Cercospora
sp. e Rhizoctonia solani, causam prejuizos no rendimento e qualidade dos
graos (Henning, 1987). O tratamento com fungicidas via semente € uma
pratica eficiente para assegurar populacbes adequadas de plantas, quando as
condicbes edafoclimaticas, durante a semeadura, sdo desfavoraveis a
germinacdo e a emergéncia da soja, deixando a semente exposta por mais
tempo a fungos do solo (Henning et al., 1997).

O uso intensivo do solo com a cultura de soja, e a falta de manejo
adequado, tém provocado reducdes dos teores de matéria organica e aumento
da acidez do solo (Henning et al., 1997). Em funcéo disto, a aplicacdo de
micronutrientes, exportados do solo durante a colheita dos grdos, € uma pratica
nutricional de extrema importancia, sendo alguns desses micronutrientes

indispensaveis a FBN, como Cobalto e Molibdénio.
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Sendo assim, atualmente as sementes de soja veiculam fungicida,
micronutriente e inoculante, numa sequéncia de aplicacdo de fungicida e
micronutriente de forma conjunta e anterior & pratica da inoculagdo. Essa
ordem de aplicagcdo é necessaria para garantir uma boa cobertura e aderéncia
tanto do fungicida quanto do micronutriente, diminuindo assim, efeitos toxicos
sobre as células do bradirrizébio (Henning et al., 1997).

No entanto, varios estudos tém demonstrado incompatibilidade entre as
bactérias inoculadas com as préaticas do tratamento de sementes (Oliveira et
al., 1999; Guene et al., 2003; Kyei-Boahen et al., 2001). O uso cada vez mais
intensivo de agrotéxicos (fungicidas, herbicidas e inseticidas) no cultivo da soja
pode afetar as bactérias inoculadas e inibir a simbiose (Borges et al., 1990).
Muitos herbicidas diminuem o namero, o tamanho e o0 peso seco de ndédulos
em raizes de soja (Dunigan et al., 1972; Gaur, 1980)

Em funcdo desta possivel incompatibilidade dos microrganismos
simbiontes com os fungicidas, surgiu a preocupacao, por parte das industrias
fabricantes destes produtos, de testar a aplicagdo conjunta de fungicidas com
inoculantes nas sementes de soja, a fim de verificar a sobrevivéncia do
microrganismo e a viabilidade desta pratica sem prejuizo a FBN.

Para maximizar a sobrevivéncia dos bradirrizobios nas sementes, as
pesquisas também foram direcionadas para a busca de formulagbes de
produtos, chamados aditivos celulares, os quais garantiriam um aumento na
viabilidade do microrganismo nas sementes. Esse aumento na taxa de
sobrevivéncia das bactérias ocorreria em funcdo da formulacdo do produto,
com base lipidica e oligossacaridica, que proporcionaria um efeito
osmoprotetor (reducdo do efeito da dessecacdo e favorecimento da
manutencdo do microambiente da semente) e antioxidante (reducdo do
estresse oxidativo das membranas celulares e melhora da distribuicdo dos
produtos sobre a semente). Estudos tém sido feitos para comprovar a eficicia
de tais produtos, principalmente quando utilizados conjuntamente com
fungicidas. Atualmente, a assisténcia técnica das empresas fabricantes
recomenda para o0s agricultores a utlizacdo conjunta de fungicidas,
micronutrientes, inseticidas, aditivos celulares e inoculante para o tratamento
de sementes de soja, sem uma comprovacao do estudo de compatibilidade

destes insumos.
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Este estudo se propde a comparar os efeitos das praticas de tratamento
de sementes com fungicidas e aplicacdo conjunta de produto inoculante com
ou sem aditivo celular, objetivando apontar resultados e possiveis
necessidades de correcdes, tendo em vista serem praticas plenamente
adotadas e em expansdo que podem ter interferéncia na formacédo de nodulos

e no rendimento da cultura.



14

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Testar a compatibilidade do uso conjunto de fungicidas, aditivo celular

“Power” e inoculante “Nitragin Optimize” no tratamento de sementes de soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a sobrevivéncia de bradirrizébios em sementes de soja
tratadas com fungicidas, aditivo celular “Power” e inoculante
“Nitragin Optimize” em diferentes periodos de tempo;

e Avaliar o efeito na nodulacdo de plantas de soja tratadas com

fungicidas, aditivo celular “Power” e inoculante “Nitragin Optimize”.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas. A primeira, com o objetivo
de testar a sobrevivéncia de bradirrizobios na superficie das sementes em
diferentes intervalos de tempo, conduzida no Laboratoério de Fixacdo Bioldgica
do Nitrogénio (LFBN), da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecudria
(FEPAGRO).

A segunda etapa constituiu 0s experimentos controlados para verificagao
da nodulacdo a partir das sementes tratadas.Estes foram conduzidos na casa
de vegetacdo da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

Sementes de soja da variedade RS10 foram tratadas com quatro tipos
de fungicidas (“Protreat 2” (PT2), “Vitavax-Thiram” (VT), “Derosal Plus” (DP) e
“Maxim XL” (MXL)), com aditivo celular “Power”, e com inoculante “Nitragin
Optimize” contendo as estirpes SEMIA 5079 (Bradyrhizobium japonicum) e
SEMIA 5019 (Bradyrhizobium elkanii), com garantia de concentracdo de 1,5 x

10° UFC.mL™?, constituindo os seguintes tratamentos:

T1 (Testemunha), sementes tratadas com o inoculante “Nitragin Optimize”;

T2 (Tratamento 2), sementes tratadas com o fungicida PT2 e inoculante
“Nitragin Optimize”;

T3 (Tratamento 3), sementes tratadas com o fungicida PT2, adicionado do
aditivo celular “Power” e inoculante “Nitragin Optimize”;

T4 (Tratamento 4), sementes tratadas com o fungicida VT e inoculante “Nitragin
Optimize™;

T5 (Tratamento 5), sementes tratadas com o fungicida VT, adicionado do
aditivo celular “Power” e inoculante “Nitragin Optimize”;

T6 (Tratamento 6), sementes tratadas com o fungicida DP e inoculante
“Nitragin Optimize”;

T7 (Tratamento 7), sementes tratadas com o fungicida DP, adicionado do
aditivo celular “Power” e inoculante “Nitragin Optimize”;

T8 (Tratamento 8), sementes tratadas com o fungicida MXL e inoculante

“Nitragin Optimize”;



16

T9 (Tratamento 9), sementes tratadas com o fungicida MXL, adicionado do
aditivo celular “Power” e inoculante “Nitragin Optimize”;

T10 (Tratamento 10), sementes sem tratamento (utilizado apenas na etapa de
casa de vegetacao).

Todos os produtos utilizados no experimento foram cedidos pela
empresa Nitragin, e suas formulacbes podem ser vistas na Tabela 1. Os
tratamentos (unidades experimentais) foram implantados de acordo com as
dosagens dos produtos, segundo a recomendacdo técnica da industria

fabricante para tratar as sementes de soja:

- Inoculante Nitragin Optimize: 3 mL.kg™ ;

- Protetor Power: 0,7 mL.kg™ Power A + 0,7 mL.kg™ Power B;
- Protreat 2: 2 mL.kg™;

- Maxim XL: 1 mL.kg™?;

- Vitavax-Thiram: 3 mL.kg™;

- Derosal Plus: 2 mL.kg™.

As misturas foram preparadas em um frasco com as quantidades
necessarias para tratar quatro quilogramas (kg) de sementes e, apls a
homogeneizacdo, foi retirada a quantidade especifica para tratar um
quilograma de semente para cada tratamento, de acordo com as dosagens
recomendadas. Cada unidade experimental foi constituida de 1 kg de sementes
de soja. As unidades foram colocadas em sacos plasticos para receberem o
tratamento (Figura 1), e apos quatro horas foram transferidas para sacos
duplos de papel (Figura 2) e armazenadas em sala a temperatura ambiente de
28°C a 30 °C.

Também foi realizada a andlise do produto inoculante seguindo a
metodologia oficial do MAPA, para a averiguacdo da presenca das cepas
designadas no rétulo do produto e do nimero de UFC.mL™* assegurada pelo
fabricante, e a verificacdo da possivel presenca de microrganismos
contaminantes, através de diluicdes decimais seriadas até 10”7 e contagem em
placas, segundo Portaria SNDA n° 31 de 08 de junho de 1982.
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Tabela 1: Formulagdes dos produtos utilizados no experimento

18

o o o Fungicida
Inoculante Optimize Aditivo Celular Power Fungicida Protreat 2 _ _
Vitavax-Thiram

Cultura de
Bradyrhizobium Acido linoléico: 54,0% Carbendazim: 15% Carboxim: 20%
japonicum SEMIA 5079
Cultura de
Bradyrhizobium elkanii Acido oléico: 22,0% Thiram: 35% Thiram: 20%
SEMIA 5019
) o . Umectantes, dispersantes, Ingredientes
Agua Acido palmitico: 11,0% ) _
corantes e agua: 100cc inertes: 76,5%
Lipooligosacarideos Acido linolénico: 7,5%

Acido esteérico: 4,1%
Isoflavonas, vitamina
B, lecitina, acido
palmitioléico e &cido
laurico: Tracos

Fungicida

Derosal Plus

Carbendazim:
15%

Thiram: 35%

Ingredientes
inertes: 66,7%

Fungicida Maxim XL

Fludioxonil: 2,5%

Metalaxyl-M: 1%

Ingredientes inertes: 97%
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3.1 TESTE DE SOBREVIVENCIA DA BACTERIA EM LABORATORIO

A sobrevivéncia da bactéria nas sementes foi avaliada em trés periodos
de tempo apos a execucdo do tratamento das sementes: 4 horas, 24 horas e
48 horas, através da recuperacdo dos bradirrizobios na semente. De cada
unidade experimental (T, a Tg) foram executadas trés andlises da
sobrevivéncia da bactéria (A, B, C), em cada um dos trés periodos de tempo,
totalizando 81 analises. A metodologia de andlise da recuperacao das bactérias
na semente baseou-se em diluicbes decimais seriadas e contagem em placas,
de acordo com o protocolo de andlise preconizado pela empresa contratante do
estudo.

Para cada analise, 100 sementes de soja tratadas foram colocadas em
Erlenmeyer, com 100 mL de solucéo fisiolégica (NaCl 0,85%), adicionado de
0,01% de Tween 80, produto que melhora a dispersdao dos insumos nas
sementes (Figura 3). A mistura ficou em agitacdo por 20 minutos, sendo
considerada entdo, a diluicdo 10°. A partir da diluicdo 10° foram realizadas
diluicdes seriadas até 10™. Aliquotas de 0,1 mL de cada uma das quatro
diluicdes foram inoculadas em placas de Petri, em trés repeticdes. A solucao foi
espalhada utilizando alca de Drigalski (Figura 4) no meio com extrato de
levedura e manitol com Vermelho Congo e agar (CRYMA — Congo Red, Yeast,
Mannitol, Agar), adicionado de 0,1 mL de uma solugcéo de vancomicina [0,3mg]
e 0,2 mL de solucéo actidione (cicloheximidina) [16 mg]. Esse meio de cultura é
seletivo para o crescimento de bactérias Gram-negativas, como é o caso de
Bradirhyzobium. Além disso, esse género ndo absorve o corante Vermelho
Congo, podendo ser diferenciado de contaminantes que o absorvem. As
composicoes das solucdes dos dois antimicrobianos e do meio de cultura
podem ser vistas nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente. Os antimicrobianos
foram adicionados ao meio de cultura para evitar o crescimento de
microrganismos contaminantes Gram positivos (vancomicina) e fungos
(cicloheximidina). Ap6s um breve periodo de absorcdo das aliquotas
inoculadas (aproximadamente 10 minutos), as placas foram encaminhadas a
uma estufa bacteriolégica para incubacao a 28°C, por um periodo de 7 a 12

dias.
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Tabela 2: Solugao de Vancomicina adicionada ao meio CRYMA.

Vancomicina 0,009g

Agua destilada 3mL

Tabela 3: Solucédo de Actidione adicionada ao meio CRYMA.

Actidione 25mg
Alcool 0,3mL

Tabela 4: Composicdo do meio de cultura CRYMA (quantidades para preparo
de 1 litro de meio de cultura).

K2HPO, 0,5g
MgS0O,4.7H,0 0,29
NacCl 0,19
Manitol 10,09
Extrato de Levedura 0,49
Agar 10,09

Agua destilada 1L
Vermelho Congo 10mL

A avaliacdo da manifestacdo do crescimento dos bradirrizébios foi
realizada a partir do sexto dia apds a inoculacdo, contando-se as unidades
formadoras de col6nias (UFC) nas placas de Petri para o calculo do numero de
UFC por semente. As placas foram observadas até o décimo segundo dia de
incubagdo. O célculo utilizado para a estimativa do niumero de bactérias por
semente, através da contagem de UFC crescidas nas placas apés o cultivo, foi

feito da seguinte maneira:

UFC.sem.™ = n° de UFC contadas na placa x diluicdo na qual foi feita a

contagem x 10 (fator de correcao)
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O resultado da andlise de sobrevivéncia para cada tratamento, em cada
intervalo de tempo foram analisados estatisticamente pelo programa
ASSISTAT®, através do teste de Tukey a 5%.

3.2 TESTE DE AVALIACAO DA NODULACAO EM CASA DE VEGETACAO

As mesmas unidades experimentais constituidas para o teste de
sobrevivéncia da bactéria na semente foram utilizadas para o plantio em casa
de vegetagdo, adicionando-se mais um tratamento (Tip), que ndo recebeu
nenhum tipo de tratamento nas sementes (Testemunha Negativa).

De cada unidade experimental (T1 a T1o), foi realizado o plantio em casa
de vegetacdo no periodo de 24 horas apos o tratamento das sementes, através
do Método de Burton Modificado (Burton, 1978). Para cada unidade
experimental foram implementadas sete bandejas, contendo sete copos
plasticos de 500 mL com substrato esterilizado de areia e vermiculita, onde seis
copos receberam uma semente tratada (Figura 5), e 0 sétimo copo (central)
recebeu uma semente sem tratamento (testemunha negativa da bandeja — T1o).
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Vinte e cinco dias ap0s a germinacao (Figura 6), as plantas foram
retiradas dos copos e tiveram suas raizes acondicionadas, separadamente, em
sacos de papel devidamente identificados por tratamento e bandeja. Os sacos
contendo as raizes foram entdo levados ao laboratério para avaliacdo da

nodulacao.

Figura 6: Vista geral do ensaio em casa de vegetacao, apos 25 dias do plantio.

O Método de Burton Modificado avalia a efetividade de um inoculante
nas condi¢cdes de uso recomendadas e leva em consideragdo a porcentagem
de plantas noduladas. O método avalia a nodulagéo que ocorre em um cilindro
imaginério, de dimensdes 2,5cm x 2,5cm, na coroa da raiz da planta. Dentro da
area desse cilindro imaginério, que inclui tanto raizes primarias quanto
secundarias, a planta é considerada positiva quando possui trés ou mais
nodulos bem desenvolvidos, e negativa quando o nimero de nédulos é menor
do que trés. A metodologia prevé que deve obter-se, para a contagem final, no
minimo, 30 plantas corretamente estabelecidas e saudaveis para iniciar a
avaliacdo. O tratamento é considerado satisfatério quando apresentar 80% de
plantas positivas (noduladas). Assim sendo, as raizes das plantas de cada

tratamento foram classificadas segundo esse método e avaliadas quanto ao
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namero e peso seco de nodulos na raiz primaria e na raiz secundaria de cada
planta, para cada tratamento.

Os resultados da contagem e pesagem dos ndodulos dos nove
tratamentos constituidos de sementes tratadas foram analisados

estatisticamente pelo programa ASSISTAT®, através do teste de Tukey a 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O produto inoculante “Nitragin Optimize” utilizado no ensaio, apresentou
a concentracdo de 8,2 x 10° UFC.mL™', auséncia de microrganismos
contaminantes na diluicdo 10™ e presenca das estirpes SEMIA 5079 e SEMIA

5019, atendendo as garantias declaradas.

4.1 ANALISE DA SOBREVIVENCIA DE MICRORGANISMOS NAS
SEMENTES

Os resultados das contagens em placas em cada repeticdo, por
tratamento em cada periodo de tempo, com suas respectivas médias estao
apresentados na Tabela 5.

De acordo com as analises estatisticas obtidas neste estudo, o nimero
de células de bradirrizobio por semente foi menor nos tratamentos que
receberam apenas os fungicidas e inoculante Nitragin Optimize (T, T4, Ts), em
comparagao com 0s respectivos tratamentos que receberam o aditivo celular
Power (T3, Ts, Tg), exceto para os tratamentos que receberam o fungicida
Derosal Plus (T € T7) (Tabela 6). Bueno e colaboradores (2003) testaram o
efeito de fungicidas na sobrevivéncia e nodulagdo de Bradyrhizobium
japonicum (SEMIA 5019 e SEMIA 5079), e obtiveram resultados in vitro que
demonstraram um efeito negativo altamente significativo das combinacfes de
fungicidas Carbendazim + Thiram (mesma formulacdo dos fungicidas Vitavax-
Thiram e Derosal Plus) e Carboxim + Thiram (mesma formulacdo do fungicida
Protreat 2), com as mesmas duas estirpes analisadas. Neste mesmo sentido,
Campo e Hungria (1999), trabalhando com misturas de fungicidas, encontraram
uma reducdo de 64% e 57%, 2 horas e 24 horas apos a aplicacdo dos
tratamentos, respectivamente, para Carbendazim + Thiram. Tedesco e Campos
(2001), avaliando a sobrevivéncia de Bradyrhizobium na superficie de
sementes de soja, verificaram efeito prejudicial do fungicida Protreat 2, o qual
afetou a bactéria em todo o periodo de avaliacdo, que se estendeu por 14 dias

apos o tratamento das sementes.
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Tabela 5. Nimero de UFC.sem.™ por repeticdo e respectiva média por tratamento, nos trés periodos de tempo avaliados.

AVALIACAO 4 HORAS AVALIACAO 24 HORAS AVALIACAO 48 HORAS
TRATAMENTOS REP UFC.SEM.™ MEDIA REP UFC.SEM.™ MEDIA REP UFC.SEM.™ MEDIA
M A 2,89 x 10° A 1,22 x 10° A 5,60 x 10*
5 5 4
(Test. + inoculante) g g% X 185 3,12 x 10° (B: g,ig X 185 1,87 x 10° (B: gig X 184 4,61 x 10*
1 X ’ X y X
T A 1,11 x 10° A 4,80 x 10* A 3,48 x 10°
4 5 3
(PT2 + inoculante) (E:’ Ii’g X 185 9,94 x 10 CB: ;gg X 185 1,67 x 10° CB: 222 X 183 3,99 x 10°
1 X ’ X y X
T3 A 2,90 x 10° A 2,43 x 10° A 1,12 x 10°
5 5 4
(PT2 + Pw + inoculante) g :2)’23 X 185 3,03 x 10° g gég X 185 2,33 x 10° g g!gg X 184 9,71 x 10*
4 X ’ X ) X
T4 A 7,07 x 10* A 3,17 x 10* A 2,23 x 10°
5 4 3
(VT+ inoculante) g é’ig X 184 9,37 x 10* 2 3’83 X 184 3,96 x 10° g ggg X 183 2,93 x 10°
5 A 2,26 x 10° A 2,37 x 10° A 5,30 x 10*
5 5 4
(VT + Pw + inoculante) g %*22 X 185 2,24 x 10° 2 iéé X 185 1,71 x 10° 2 3’23 X 184 4,81 x 10°
6 A 8,63 x 10° A 5,66 x 10° A Auséncia de
4 2 oo
(DP + inoculante) g égg i 183 9,19 x 10* g ggg i 182 6,66 x 10° g br;clilzgggbig_?a
A 1,01 x 10* A 1,13 x 10° A Presenca de
T7 B 1,05 x 10° B 9,00 x 10° B A ag?ha§b1 a2
. 4 3 raalrrizopnios em
(DP + Pw + inoculante) c 1,09 x 10° 1,05x 10 c 143 x 10° 1,15x 10 c algumas placa§ na
diluicdo 10°
- A 1,55 x 10° ] A 4,27 x 10* A 6,16 x 10°
. B 1,27x10° 136x10 B 3,93 x 10* B 7,06 x 10°
(MXL + inoculante) X2 e 3,90 x 10° X2, 5,96 x 10°
C 1,26 x 10 C 3,50 x 10 C 4,66 x 10
A 4,40 x 10° 5 A 3,04 x 10° A 1,80 x 10°
T9 ’ 5  478x10 : 5 : 5
(MXL + Pw + inoculante) o X1 : oo xlos  2.97x10° : b 1,50 x 10°
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Tabela 6. Avaliacdo comparativa do n°® de UFC.sem. entre os tratamentos
(analise estatistica — Programa ASSISTAT).

Tratamentos UFC.sem.™
T1 Testemunha + inoculante 1,8 x 10° bc @
T2 Protreat 2 + inoculante 9,0x10* d
T3 Protreat 2 + Power + inoculante 2,1x10° b
T4 Vitavax + Thiram + inoculante 45x10*  de
T5 Vitavax + Thiram + Power + inoculante 1,4x10° ¢
T6 Derosal Plus + inoculante 3,3x10° e
T7 Derosal Plus + Power + inoculante 3,9x 10° e
T8 Maxim XL + inoculante 6,0x10* d
T9 Maxim XL + Power + inoculante 3,1x10°a

W Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, n&o diferem estatisticamente entre si
pelo Teste de Tukey a 5%.

A comparacdo entre os periodos de tempo demonstrou que a
sobrevivéncia das bactérias diminui ao longo do tempo (Tabela 7). Tedesco e
Campos (2000) recomendam que sementes de soja inoculadas ndo devam ser
armazenadas por mais de um dia, para que o patamar sugerido de células
viaveis de bradirrizobio por semente seja alcancado. Atualmente, a
recomendacdo de bradirrizobio nas sementes é de 1.200.000 células por
semente, devido a alta taxa de mortalidade causada pelos fungicidas entre
outras causas, com o0 intuito de garantir a sobrevivéncia das bactérias nas

sementes, resultando na infec¢ao e nodulagédo da soja (Campo et al., 2008).

Tabela 7. Médias de UFC.sem." baseadas na diferenca de tempo na
inoculacéo (andlise estatistica — Programa ASSISTAT).

Tempo (horas) UFC.sem.™
4 1,8x10°a®
24 1,3x10° b
48 39x10" ¢

D Mmédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey a 5%.
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O tratamento que recebeu o fungicida Maxim XL com aditivo celular
Power (Ty), mostrou os melhores resultados de recuperacédo dos bradirrizobios
nas sementes em todos os periodos de tempo, em comparacdo aos demais
tratamentos, inclusive comparado ao tratamento Testemunha (Ti), que nao
recebeu nenhum tipo de fungicida (Tabela 5). Por outro lado, o fungicida
Derosal Plus foi o que apresentou o maior efeito deletério a sobrevivéncia do
microrganismo na semente, nao apresentando, inclusive, recuperagcdo da
bactéria nas sementes no periodo de 48 horas, tanto no tratamento sem aditivo
celular “Power” (Tg) quanto no tratamento com aditivo celular “Power” (T;). O
fungicida Derosal Plus (Carbendazim + Thiram) é descrito como bastante téxico
em trabalhos anteriormente publicados (Pandolfo, 2007; Campo & Hungria,
2000) e pode diminuir em até 78% o numero de nodulos radiculares na soja
(Hungria et al., 2001).

Os tratamentos que receberam os fungicidas PT2, VT e MXL e o aditivo
Power (T3, Ts e Tg) apresentaram maior longevidade do bradirrizébio nas
sementes em comparacao aos respectivos tratamentos sem aditivo Power (T»,
T4 e Tg) nos trés periodos de tempo analisados (Tabela 8).

A Figura 7 apresenta o grafico com os resultados obtidos da

recuperacado da bactéria nas sementes neste estudo.
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4.2 ANALISE DA NODULACAO EM CASA DE VEGETACAO

Pelo Método de Burton Modificado, 100% das plantas, em todos o0s
tratamentos que receberam inoculante (T1 a Ty), tiveram nodulagéo satisfatoria,
ou seja, um minimo de 3 nédulos bem desenvolvidos dentro da area do cilindro
imaginario na coroa da raiz. O tratamento Testemunha Negativa (T10) ndo
apresentou nodulacdo, validando o ensaio pela metodologia de Burton. A
utilizacdo desta metodologia foi estabelecida pela empresa contratante do
projeto. Porém, o Método de Burton é utilizado pelo Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA - Orgdo Federal Argentino) para
registro e fiscalizacdo de produtos inoculantes naquele pais, e ndo prevé testes
em casa de vegetacdo realizados com inoculante e outros produtos

(agrotoxicos, aditivos, etc.), como os utilizados neste ensaio.

4.2.1 Niumero de nddulos

Os resultados obtidos mostram que as plantas oriundas de sementes
apenas inoculadas (T1) e aquelas que receberam tratamento com o fungicida
Protreat 2 (sem aditivo celular Power - T, e com aditivo — T3) nao diferiram
estatisticamente entre si quanto ao numero de nodulos na raiz primaria.
Entretanto, estes tratamentos mostraram um efeito positivo no namero de
nédulos, com diferenca estatistica para os demais tratamentos. Ndo houve
diferenca significativa para o niumero de nédulos na raiz priméria entre os
tratamentos Ty, Ts, Te, T7, Tg € To.

Ao analisar os resultados do numero de nodulos das raizes secundarias,
temos que os tratamentos com fungicida Protreat 2 (com e sem aditivo celular
Power — T3 e Ty, respectivamente) foram estatisticamente superiores aos do
tratamento Testemunha (T1), assim como o tratamento com o fungicida Derosal
Plus sem aditivo celular Power (Tg). O tratamento com o fungicida Maxim XL
sem aditivo celular Power (Tg) foi estatisticamente superior ao respectivo
tratamento com aditivo celular Power (Tg), ndo diferindo do tratamento

Testemunha (T1). O tratamento com o fungicida Maxim XL com aditivo celular
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Power (Tg) foi o que apresentou o menor numero de nodulos nas raizes
secundarias.

Quanto ao numero de nédulos totais, o tratamento com fungicida Protreat
2 sem aditivo celular Power (T,) foi 0 que mostrou o melhor resultado entre os
tratamentos, embora seja semelhante estatisticamente ao tratamento com
Protreat 2 com aditivo celular Power (T3). Apenas o tratamento com o fungicida
Vitavax-Thiram com aditivo celular Power (Ts) foi estatisticamente superior ao
respectivo tratamento sem o aditivo celular Power (T4), sem apresentar
diferenca quando comparado ao tratamento Testemunha (T,).

A representacao grafica da média do niumero de nédulos na raiz primaria,
nas raizes secundarias e na soma total de ndédulos pode ser visualizada na

Figura 8, conforme os resultados relatados acima.

Ti(test) T2(PT2) T3(PT2+ T4(VT) TS5 (VT + T6(DP) T7(DP+ T8MXL) TOMXL+
PW) PW) PW) PW)
TRATAMENTOS

E Rl
m R2
O TOTAL
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4.2.2 Peso seco de nédulos

Na analise dos resultados do peso seco de nddulos na raiz primaria, nao
foi obtida diferenca significativa quanto a adicdo do produto Power nos
tratamentos com sementes tratadas com fungicidas. Os tratamentos com o
fungicida Protreat 2 com e sem aditivo celular Power (T3 e T,, respectivamente)
nao diferiram estatisticamente do tratamento Testemunha (T,), e apresentaram
a maior média de peso seco de nddulos entre todos os tratamentos analisados.

Nas raizes secundarias, o resultado do peso seco de nodulos dos
tratamentos com fungicidas mostrou diferenga significativa negativa para a
utilizacado do aditivo celular Power nos tratamentos que utilizaram o fungicida
Protreat 2 (T, e T3). Os demais tratamentos ndo mostraram diferenca
estatistica para a utilizacéo do aditivo celular Power.

A interpretacéo dos resultados obtidos das médias de peso seco total de
ndédulos repetiu a situacdo encontrada desta andlise na raiz priméaria, onde néo
houve diferenca significativa da adicdo do produto Power aos tratamentos que
receberam fungicidas. O tratamento com o fungicida Protreat 2 sem aditivo
celular Power (T,), teve a maior média, diferindo estatisticamente, inclusive, do
tratamento Testemunha (T3).

Os resultados obtidos na avaliacdo das médias de peso de nddulos na
raiz primaria, nas raizes secundarias e no peso total de nddulos podem ser

observados graficamente na Figura 9.
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A andlise dos dados obtidos em casa de vegetacao, tanto em relacdo a
média do numero de nédulos nas raizes, quanto em relacdo a média de seu
peso, mostra pouco ou nenhum efeito da aplicacdo do aditivo celular Power
nos tratamentos que receberam fungicidas. Tais resultados s&o contraditérios
aos obtidos na analise de sobrevivéncia feita em laboratério, os quais
mostraram uma melhora na taxa de sobrevivéncia do microrganismo nos
tratamentos que receberam o aditivo celular Power, exceto para os tratamentos
com o fungicida Derosal Plus. Por outro lado, os ensaios de casa de vegetacéo
nao demonstraram o fungicida Derosal Plus como o produto com o maior efeito
nocivo a nodulacdo. Isso talvez, porque estudos in vitro expdem ao maximo o
organismo a acao de produtos quimicos, fato que ndo ocorre em condi¢des de
campo, onde varios fatores servem de obstaculo a essa exposicdo, assim,
constatada a inocuidade de um produto em laboratério, espera-se que 0
mesmo seja seletivo em campo. Por outro lado, a alta toxicidade de um produto
in vitro (como no caso do experimento, o fungicida Derosal Plus) nem sempre
indica a sua elevada toxicidade no campo, mas sim a possibilidade de danos
dessa natureza (Moino Jr. & Alves, 1999).

A diferenca entre os resultados dos testes de sobrevivéncia e nodulacao

pode estar no fato de que, em laboratdrio, testou-se apenas a sobrevivéncia do

m Rl
m R2
@ TOTAL
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bradirrizobio sob diferentes tratamentos, e sua capacidade de manifestar o
crescimento através de UFC em meio de cultura, e em condi¢des controladas.

J& no experimento em casa de vegetacdo, o objetivo foi analisar a
capacidade de nodulacdo do microrganismo. Esse € um processo complexo e
ndo depende apenas do fato do organismo estar vivo. O processo de
nodulacdo e a posterior fixacdo biolégica do nitrogénio dependem de sinais
moleculares emitidos tanto pela planta, quanto pelo bradirrizbio em um
momento especifico. Se por algum motivo, como estresse hidrico, deficiéncias
nutricionais, alteracdes de pH, temperatura e umidade, por exemplo, tais sinais
ndo sado emitidos, essa nodulacdo ndo ocorre, apesar do microrganismo
continuar vivo no solo (Moreira & Siqueira, 2002). A presenca dos fungicidas
na rizosfera da soja altera os exudatos das raizes (Martenson, 1992) e, como
consequéncia, a emissdo dos sinais moleculares e os estagios iniciais da
infeccado radicular, diminuindo a nodulacédo (Campo & Hungria, 2000).

Também deve-se levar em consideracdo que nunca se obtém a
recuperacado total das bactérias na semente e que esta caracteristica pode ser
responsavel por essa diferenca de resultados entre os dados de sobrevivéncia
e os dados de nodulagéo no periodo de 24 horas (Bangel, com. pessoal).

Apesar da discrepancia entre os resultados obtidos nos testes feitos em
laboratério e em casa de vegetacdo, a analise feita pelo Método de Burton
Modificado n&o revelou diferenca entre nenhum dos tratamentos, nao
revelando beneficio do aditivo celular “Power”, nem prejuizo dos fungicidas a
nodulacdo. Esses dados corroboram com o0s obtidos por Bueno e
colaboradores em 2003, que testaram o efeito de fungicidas na sobrevivéncia e
nodulacao de Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5019 e SEMIA 5079) em soja.
Tais autores concluiram que o uso de fungicidas nao influencia na reducéao da
nodulacdo, embora reduzam a recuperacédo das bactérias na semente.

Sabe-se que varias empresas fabricantes de inoculantes vém
desenvolvendo trabalhos testando formulac¢des aditivas para utilizagdo conjunta
com inoculantes, fungicidas e/ou micronutrientes, mas ndo possuem estes
trabalhos publicados. Desse modo, ha auséncia de literatura cientifica sobre o
assunto, o que néo permite estudos de comparacao entre o comportamento
das formulagbes no sentido de protecdo do microrganismo e efeitos na

nodulacdo de soja. Os resultados encontrados neste trabalho, avaliando a
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compatibilidade da utilizacdo de fungicidas com inoculante adicionado do
aditivo celular “Power”, ndo foram suficientes para fundamentar a
recomendacgdo desta préatica de tratamento de sementes baseados no ensaio
de casa de vegetacdo, embora evidenciem resultados favoraveis de
recuperacdo das bactérias na semente. Assim, mais testes e estudos sdo

necessarios para um maior esclarecimento acerca da eficacia do produto.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos verificar que:

e O aditivo celular Power auxiliou na sobrevivéncia dos bradirrizobios nas
sementes em relacdo aos tratamentos que sé receberam fungicidas nos
trés periodos de tempo analisados;

e O fungicida Derosal Plus demonstrou o maior efeito deletério a
sobrevivéncia do bradirrizobio no ensaio de recuperacdo das bactérias
na semente, sem mostrar efeito benéfico do aditivo celular Power;

e A prética de inoculacdo com sementes tratadas com o fungicida Maxim
XL adicionado do aditivo celular Power mostrou ser o tratamento mais
compativel em relacédo a recuperacédo das bactérias na semente;

e No ensaio feito em casa de vegetacado, a utilizacdo do aditivo celular
Power ndo demonstrou um efeito positivo na nodulagdo em nenhum dos
tratamentos;

e Todas as praticas de inoculacdo com sementes de soja tratadas com 0s
diferentes fungicidas adicionados, ou nao, do aditivo celular Power néo
mostraram inconformidade de taxas segundo o Método de Burton
Modificado (taxas acima de 80% de unidades positivas);

e Os resultados obtidos nos ensaios de nodulagdo n&o validam a
compatibilidade de uso e indicagdo das praticas utilizadas nos diferentes

tratamentos.
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