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RESUMO

O tratamento quimico de sementes com fungicidas é uma pratica importante para o controle
dos principais fitopatdgenos na cultura do amendoim, evitando a perda de plantagdes no
campo. Entretanto, é documentado que o uso destes produtos pode prejudicar bactérias dos
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium e inibir processos microbiolégicos como a fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN). Portanto, objetivou-se com este trabalho verificar a
compatibilidade e os efeitos resultantes do tratamento de sementes de amendoim cv. BR1 com
dois fungicidas da classe de produtos de contato e sistémico, e inoculadas com estirpes de
Bradyrhizobium spp. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo nas instalagdes da
Embrapa Algoddo, usando dois fungicidas (Vitavax Thiram® e Standak Top®) e uma
testemunha sem fungicida, dois inoculantes a base de Bradyrhizobium spp (SEMIA 6144 e
ESA 123) uma testemunha com fonte quimica nitrogenada (nitrato de aménio). Foram feitas
uma e duas inoculagfes: Sendo uma no momento da semeadura e a segunda na semeadura e
15 dias apds a emergéncia. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
esquema fatorial 3 (2 fungicidas e 1 sem fungicida) x 4 (2 inoculacGes a base de rizobios, 1
fonte quimica de N e 1 sem N) x 2 (aplicacdes de inoculantes), com 5 repeticbes. Foram
avaliadas a massa seca da raiz e massa seca da parte aérea, altura de plantas, nodulacéo e
acumulo de nitrogénio nas folhas. Os dados foram analisados por meio do programa SISVAR
versdo 5.6, os quais foram submetidos as analises de variancia pelo teste F e a comparacao de
médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia. A nodulacao das plantas inoculadas com as
estirpes de Bradyrhizobium spp foi reduzida pela aplicacdo de ambos os fungicidas,
principalmente pelo Vitavax Thiram, com decréscimos do nimero e da massa de nddulos,
tanto nos tratamentos com uma quanto com duas inoculagdes. O crescimento vegetativo foi
afetado negativamente pelo Vitavax Thiram com reducdo na altura da planta, massa seca (raiz
e parte aérea); bem como diminuicdo no nitrogénio nas folhas. Ja para o Standak Top
verificou-se incrementos superiores aos da testemunha sem fungicidas. Entre os inoculantes,
SEMIA 6144 foi o mais sensivel aos efeitos dos fungicidas na nodulacdo, e entre o0s
fungicidas o Standak Top foi o mais compativel a inoculacdo com as estirpes de
Bradyrhizobium. Em relacdo ao numero de inoculacdes, observou-se maior rendimento das

variaveis avaliadas com o aumento da frequéncia de inoculagdes.

Palavras-chave: Bradyrhizobium spp. Tratamento quimico de sementes. Arachis hypogaea.



ABSTRACT

The chemical treatment of seeds with fungicides is an important practice for the control of the
main phytopathogens in the peanut crop, avoiding the loss of plantations in the field.
However, it is documented that the use of these products may harm bacteria of the genus
Rhizobium and Bradyrhizobium and inhibit microbiological processes such as biological
nitrogen fixation (BNF). Therefore, the objective of this work was to verify the compatibility
and the effects resulting from the treatment of seeds of peanut cv. BR1 with two fungicides of
the contact and systemic product class, and inoculated with Bradyrhizobium spp. The
experiment was conducted in a greenhouse at the Embrapa Algodao facilities, using two
fungicides (Vitavax Thiram® e Standak Top®™))) and one control without fungicide, two
inoculants based on Bradyrhizobium spp (SEMIA 6144 and ESA 123) a chemical nitrogen
source (ammonium nitrate). One and two inoculations were done: One at the time of sowing
and the second at sowing and 15 days after emergence. The experimental design was
completely randomized with factorial scheme 3 (2 fungicides and 1 without fungicide) x 4 (2
inoculations based on rhizobia, 1 chemical source of N and 1 without N) x 2 (inoculant
applications), with 5 replicates. The dry mass of the root and dry mass of the aerial part,
height of plants, nodulation and accumulation of nitrogen in the leaves were evaluated. Data
were analyzed using the SISVAR version 5.6 program, which were submitted to analysis of
variance by the F test and the comparison of means by the Tukey test at 5% of significance.
The nodulation of the plants inoculated with the Bradyrhizobium spp strains was reduced by
the application of both fungicides, mainly by Vitavax Thiram, with decreases in number and
mass of nodules, both in the treatments with one and two inoculations. The vegetative growth
was negatively affected by Vitavax Thiram with reduction in plant height, dry mass (root and
shoot); as well as decrease in nitrogen in the leaves. For the Standak Top, there were higher
increments than the controls without fungicides. Among inoculants, SEMIA 6144 was the
most sensitive to the effects of fungicides on nodulation, and among fungicides, Standak Top
was the most compatible with inoculation with Bradyrhizobium strains. In relation to the
number of inoculations, it was observed a higher yield of the variables evaluated with the
increase of the frequency of inoculations.

Keywords: Bradyrhizobium. Chemical treatment of seeds. Arachis hypogaea.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que cerca de 40 a 66 milhGes de toneladas de N, s&o fixadas anualmente por
leguminosas, quase metade de todo o nitrogénio usado na agricultura no mundo
(EGAMBERDIEVA et al., 2017). A Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) traz beneficios
tanto econdmicos quanto ambiental, visto que em solos com deficiéncia mineral de nitrogénio
a associacdo com bactérias simbiontes fixadoras de nitrogénio supre as demandas necessarias
desse mineral a cultura. Tal processo viabiliza a substituicdo dos fertilizantes nitrogenados, 0s
quais demandam altos precos e elevados custos de producdo (HUFFAKER e RAINS, 1978;
COBA DE LA PENA e PUEYO, 2012).

A simbiose de microrganismos com raizes de leguminosas fornece quantidade
expressiva de nitrogénio as plantas hospedeiras. Os rizobios possuem a capacidade de romper
a ligacdo triplice do nitrogénio atmosférico tornando-o assimilavel para o vegetal como
nitrogénio amoniacal. Em troca desta substancia, a planta oferece protecdo dentro de suas
raizes e compostos organicos oriundos da fotossintese aos microrganismos (GEURTS, et al.,
2016; FERNANDES JUNIOR e REIS, 2008).

O amendoim (Arachis hypogaea sp.) € uma das principais leguminosas cultivadas no
Brasil e no mundo. No cenario mundial, China e India se destacam como os principais
produtores apresentando, respectivamente, 17 e 9 milhGes de toneladas em 2017, enquanto o
Brasil apresentou mais de meio milhdo de toneladas no mesmo ano (FAOSTAT, 2017),
indicando uma oportunidade de aumentar os rendimentos brasileiros de acordo com as
tecnologias aplicadas nos diferentes sistemas de cultivo no pais. No Sudeste do Brasil, o
Estado de Séo Paulo, destaca-se como o principal produtor de amendoim, embora a cultura
venha conquistando espaco na regido Nordeste e Centro-Oeste, em razdo da adocdo de
tecnologias, favorecendo melhoria no sistema de cultivo (CONAB, 2019).

O amendoim é capaz de se associar eficientemente a diferentes linhagens de rizobios
(MELO et al.,, 2016), mas apresenta maior eficiéncia com o género Bradyrhizobium
(VALETTI et al., 2016). Sua produtividade pode ser maximizada pelo uso de inoculantes
contendo cepas eficientes, favorecendo o manejo da cultura por pequenos produtores
(SIZENANDO et al., 2016; VALETTI et al., 2016).

Para um desenvolvimento satisfatorio da producdo dessa e de outras culturas, a
germinacdo das sementes esta entre os fatores mais importantes. Em muitas areas, onde o
amendoim e outras leguminosas sdo cultivadas, torna-se necessario o tratamento de sementes
com fungicidas para evitar a incidéncia de doencgas que afetem a cultura (SARTORATO e

RAVA, 1994). No entanto, apesar da eficiéncia dos fungicidas aplicados nas sementes ser
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notéria para as culturas, muitos deles podem apresentar efeitos negativos sobre o0s
microrganismos e processos microbiolégicos como a FBN (NETO et al., 2013).

Comumente é documentado na literatura que o uso dos principais defensivos quimicos
para o tratamento de sementes de leguminosas é de certa forma danosa para os rizébios (
PEREIRA et al., 2009; SILVA NETO et al., 2013). Outros estudos reportam a possibilidade
de interagdes compativeis entre os fungicidas e as bactérias (SILVA NETO et al., 2013;
SHAHID , 2018). No entanto, ainda existem muitas lacunas relacionadas as desvantagens ou
ndo desses defensivos agricolas em relacdo aos processos de nodulagdo e fixacao bioldgica de
nitrogénio. O aprofundamento no assunto auxiliara o produtor na tomada de decisdo quanto
ao tratamento mais adequado a ser utilizado e o emprego do fungicida de menor impacto

sobre a eficiéncia de nodulagdo e a FBN.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a compatibilidade e os efeitos resultantes do tratamento de sementes de
amendoim (A. hypogaea sp.) com fungicidas (sistémico e de contato) e inoculadas com

bactérias do género Bradyrhizobium spp.

2.1. Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento vegetativo das plantas tratadas com fungicidas e inoculadas com
Bradyrhizobium (ESA 123 e SEMIA 6144).

-Avaliar a nodulagdo das plantas tratadas com fungicidas e inoculadas com Bradyrhizobium
(ESA 123 e SEMIA 6144).

- Determinar o acimulo de nitrogénio na parte aérea das plantas tratadas com fungicidas e
inoculadas com Bradyrhizobium (ESA 123 e SEMIA 6144).



15

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Aspectos da cultura do amendoim

Dentre as inumeras representantes das leguminosas, 0 género Arachis agrupa na sua
maioria espécies de plantas cuja principal caracteristica € a intensa simbiose com bactérias do
género Rhizobium e Bradyrhizobium, sendo este género nativo da América do Sul, presente
naturalmente desde os Andes até o Oceano Atlantico (FERREIRA, 2014). Supde-se que sua
aparicdo tenha ocorrido entre o nordeste do Paraguai e Mato grosso do Sul (BARKLEY et al.,
2016; STALKER et al., 2016). O Brasil é um dos grandes centros de diversidade desta
oleaginosa; das vérias espécies do género, 64 ocorrem no pais e 48 sdo endémicas do
territério nacional (VALLS e SIMPSON, 2005).

O amendoim (A. hypogaea) é a espécie cultivavel do género Arachis, apresentando-se
dividida em duas subespécies, a hypogaea e a fastigiata, e entre estas seis variedades
boténicas, conforme o habito de crescimento (hypogaea, hirsuta, fastigiata, wvulgaris,
aequatoriana e peruviana) (NOGUEIRA et al., 2013).

As subespécies passam a ser diferenciadas a partir de grupos botanicos, sendo 0s mais
comerciais os tipos Virginia, Valéncia e Spanish. O tipo Virginia é representado por acessos
da subespécie hypogaea, que tem em comum o habito de crescimento rasteiro, semirrasteiro e
arbustivo, ciclo longo (120 a 140 dias), sem flores na haste principal e vagens com duas
sementes. Ja os tipos Valéncia e Spanish sdo representados pelas subespécies fastigiata e
hypogaea, respectivamente, ambas possuem habito de crescimento ereto ou semiereto, ciclo
curto (90 a 100 dias) e haste principal com flores (GODOY et al., 2005).

O amendoim € uma planta anual, dicotileddnea, autdgama, herbacea, com caule ereto
central e ramificacbes que podem variar de rasteiras a eretas (VIEIRA et al.,, 2001). A
formacdo dos frutos do amendoim é de natureza hipdgea, necessitando de solos de textura
arenosa ou franco-arenosa, de boa drenagem e aeracdo, de modo a favorecer o
desenvolvimento das raizes e frutos, como também o suprimento de microrganismos
simbidticos para a fixacdo de nitrogénio (FERRARI NETO et al., 2012).

3.2. Aspectos econdmicos da cultura do amendoim

O amendoim possui grande importancia no mercado mundial de grdos, sendo um
importante produto da economia em mais de 100 paises. Sua producdo mundial alcangou
média acima dos 47 milhGes de toneladas, com area de cultivo acima de 24 milhdes de
hectares (FAOSTAT, 2017).
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No Brasil, estima-se para o0 ano de 2019 cerca de 145,5 mil ha de &rea plantada, com
uma producéo total de 515,7 mil toneladas e produtividade média de 3.544 kg ha™. A Regido
Sudeste apresenta a maior producéo nacional de amendoim, seguida pelas regides Centro-Sul,
Sul e Nordeste. O Estado de S&o Paulo é responsavel por mais de 90% da producéo nacional
com o plantio sendo realizado nas regifes conhecidas como Alta Paulista e Alta Mogiana
(CONAB, 2019).

No Nordeste, a producdo da cultura ainda é pouca expressiva, sendo estimada para
safra de 2018/2019 cerca de 2,1 t da producdo nacional, com parte dessa producdo (1,4 t)
vindo do estado da Bahia (CONAB, 2019). O cultivo na regido é realizado por pequenos e
médios produtores nos quais as sementes constituem a parte de maior interesse econémico
devido aos elevados teores de proteinas e 6leo comestivel, podendo este Ultimo ultrapassar
40% em algumas variedades (SUASSUNA et al., 2008; FERREIRA, 2014). Esta oleaginosa
apresenta largo aproveitamento alimentar atendendo os varios segmentos de consumo in
natura ou industrializado, sendo também demandado para atender os mercados de 6leo
comestivel e combustivel (VASCONCELOS et al., 2015).

Um dos fatores relevantes para a expansao da cultura no mercado brasileiro tem sido a
incorporacdo de tecnologias. A Embrapa vem contribuindo para a evolugdo da cultura no
Brasil através do desenvolvimento de variedades adaptadas as condi¢fes climaticas nas
diferentes regides do Pais, aléem de implementar novas tecnologias para alavancar a
produtividade da cultura (VASCONCELOS et al., 2015; EMBRAPA, 2016).

3.3. Inoculantes a base de Bradyrhizobium

A inoculacdo de sementes usando culturas bacterianas puras s6 foi iniciada em 1899
com a descoberta da Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) e o isolamento de rizobios nos
nodulos de raizes (URENHA et al.,, 1994). Desde entdo sua utilizacgio como produto
biotecnolégico vem favorecendo o desenvolvimento de inimeros grupos de plantas
leguminosas, levando a melhoria dos sistemas agricolas e o aumento dos rendimentos em
campo. As bactérias contidas nos inoculantes sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico,
possibilitando a substituicdo do uso de adubos nitrogenados nas lavouras (EMBRAPA, 2016;
SINGH et al., 2019).

A FBN é um dos processos naturais mais importantes do planeta, ao lado da
fotossintese. Em termos de agricultura, a simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogénio
(denominadas rizdbios) e plantas leguminosas é a mais significativa. Essas bactérias, quando

em contato com as raizes das leguminosas, induzem a formacdo de pequenas estruturas,
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chamadas nodulos, onde ficam alojadas. No interior dos nddulos ocorre o processo de
aproveitamento do nitrogénio do ar (EMBRAPA, 2016; TAIZ et al., 2017; SINGH et al.,
2019).

De acordo com Prevost e Antoun (2006), a inoculacdo de estirpes de alta performance
pode gerar uma eficiéncia de fixacdo de nitrogénio nas raizes das plantas hospedeiras de 70%
a 90%. A exigéncia de estirpes mais eficientes tem levado a adocdo de uma série de critérios
na selecdo de rizdbios para a producdo de inoculantes em escala industrial.

Para uma maior eficiéncia nos processos de FBN leva-se em conta a qualidade do
inoculante, o baixo percentual de contaminantes e o nimero minimo de células vidveis de
Bradyrhizobium, que deve ser de 1,2 milhdes por sementes (MAPA, 2011). Dentre outros
critérios, tem-se a selecdo de estirpes altamente competitivas, capazes de manter altos
desempenhos em variados tipos de estresses e condicOes, e entre as caracteristicas desejaveis
estd a tolerdncia a fungicidas e inseticidas, normalmente empregados no plantio de
leguminosas (URENHA et al., 1994).

3.4. Tratamentos de sementes com fungicidas x inoculagdo com Bradyrhizobium

O tratamento com fungicida tem sido uma pratica importante e recomendada para o
controle de fungos associados as sementes de varias espécies visando melhorar seu
desempenho (PLOTEGHER et al., 2017). Estes defensivos agricolas tém sido importantes na
reducdo das perdas de producéo das culturas no campo, sendo utilizado por um nimero cada
vez maior de produtores para garantir populagdes adequadas de plantas (GOULART, 2005;
CHAHAL et al., 2012).

Contudo, as recomendacGes de tratamento de sementes de leguminosas com
fungicidas enfrentam séria restricdo quando se pretende utilizar inoculantes contendo estirpes
de Rhizobium e Bradyrhizobium (MONTEIRO et al., 1990). O tratamento das sementes
coloca as bactérias em contato direto com os fungicidas, o que pode ser prejudicial a
sobrevivéncia do indculo, acarretando diminuicdo da sua populacdo nas sementes com
consequente reducdo da nodulacdo e rendimento de grdos da cultura (ARAUJO e ARAUJO,
2006).

O tratamento de sementes de soja com varios ingredientes ativos mostrou que, em
determinadas circunstancias, os fungicidas podem reduzir a nodulagéo de plantas em mais de
50% e a produtividade de grdos em mais de 20% (CAMPO et al., 2009). Trabalho realizado
por Pereira et al. (2010) demonstrou que o tratamento de sementes de soja com os fungicidas

a base de carbendazin + thiram e thiabendazole + thiram, e inoculadas com as estirpes SEMIA
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5079 e SEMIA 5019, provocam reduc¢des no nimero de nddulos. De acordo com Silva Neto
et al. (2013), a aplicagdo dos fungicidas pode comprometer a simbiose por afetar a sinalizacéo
rizébio-planta, levando a reducdo direta na nodulacdo. Além do mais, 0s principios ativos
empregados na formulagdo desses produtos e seus mecanismos de acdo estdo entre os
responsaveis pela mortalidade e incompatibilidade com os rizébios (CAMPOS e HUMGRIA,
2000).

A fim de investigar a compatibilidade, varios trabalhos vém testando a combinacéo de
inimeros fungicidas com estirpes de Bradyrhizobium na busca por interacbes mais
compativeis, que possibilitem a utilizagdo conjunta dos dois produtos. De acordo com Marks
et al. (2013), a escolha da melhor interagdo depende da composigdo empregada na formulagéo
desses quimicos e das caracteristicas de tolerancia dos rizobios a eles. Essa combinagdo foi
encontrada por Silva Neto et al. (2013) ao verificar que o tratamento de sementes de feijdo-
caupi com fungicidas, combinada a inoculacao de estirpes de Bradyrhizobium spp. ndo afetou
a sobrevivéncia dos rizobios, nodulacéo e rendimento de grdos. Outro trabalho confirma que
determinadas linhagens de Bradyrhizobium podem tolerar os efeitos toxicos dos principios
ativos dos fungicidas, melhorando as caracteristicas da planta e aumentando a rentabilidade e
produtividade (SHAHID E KHAN, 2018).

Diante da necessidade cada vez maior de reduzir as perdas de producao no campo, fica
evidente a necessidade do controle de fitopatdgenos por defensivos agricolas, e considerando
a importancia econdémica dos inoculantes no incremento de fatores produtivos na cultura do
amendoim, surge a necessidade de mais estudos envolvendo a interagdo entre tratamento

quimico e emprego de agentes bioldgicos em sementes.
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4. MATERIAL E METODOS

Utilizou-se dois inoculantes de Bradyrhizobium sp., sendo um isolado pela equipe
coordenada pelo Dr. Paulo Ivan da Embrapa Semiarido (ESA 123) e um recomendado pelo
MAPA (SEMIA 6144) (Tabela 1); dois fungicidas comerciais da classe de defensivos
quimicos sistémico e de contato (Vitavax Thiran e Standak Top) (Tabela 2); e 1 gen6tipo de
amendoim (cv. BR 1) desenvolvido pela Embrapa e recomendado para o semiarido nordestino
(SANTOS et al., 2016)

Tabela 1. Caracteristicas dos isolados de rizébio inoculados em sementes de amendoim cv.
BR 1.

Bactérias Género Crescimento pHdomeio Origem Instituicédo
ESA 123 Bradyrhizobium Lento alcalino Brasil Embrapa
SEMIA 6144  Bradyrhizobium Lento alcalino Brasil IAC

Fonte: Cunha (2013).

Tabela 2. Fungicidas usados no tratamento de sementes de amendoim cv. BR 1.

Fungicidas Ingrediente ativo Classe Dose (mL/100 kg)
Vitavax Carboxina + Tiran Sistémico e de 300
Thiran Piraclostrobina + contato 300
Standak Top Tiofanato Metilico + Sistémico e de
Fipronil Contato

4.1. Conducédo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Embrapa Algoddo, em
Campina Grande, PB (07° 13 S; 53° 31° W), com o plantio realizado em 26 de fevereiro de
2019 e a coleta nos dias 01 e 02 de abril de 2019. Utilizou-se vasos de 30 x 15 cm,
preenchidos com solo franco arenoso. O solo foi submetido previamente a analise no
Laboratorio de Solos da Embrapa Algoddo (Tabela 3) e corrigido antes da semeadura
conforme a necessidade da cultura, com 3 mg de superfosfato simples por vaso.

As sementes para cada tratamento foram separadas, pesadas e tratadas com o0s
fungicidas na dose recomendada (Tabela 2, Figura 1). No tratamento sem fungicida, as
sementes foram desinfestadas com peréxido de hidrogénio 30% por 20 min e lavadas 10
vezes com agua destilada (DRECHSEL e BALDANI, 2006). Em cada vaso foram colocadas
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quatro sementes, apds 10 dias da emergéncia foi realizado o desbaste, deixando-se apenas 1
planta/vaso. A irrigacéo foi feita diariamente procurando-se manter o teor de umidade do solo
préximo a capacidade de campo.

Este ensaio foi conduzido com um gen6tipo de amendoim (cv. BR1) em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com esquema fatorial 3 (2 fungicidas + 1 testemunha
absoluta) x 4 (2 fontes bioldgicas de N + 1 fonte mineral de N + 1 testemunha absoluta) x 2 n°
de inoculagbes (sendo um tratamento com uma aplicagcdo dos inoculantes na semeadura e
outro tratamento com duas aplicacfes dos inoculantes na semeadura e 15 dias apds a
emergéncia) com 5 repeticdes. Para a fonte mineral de N foi aplicados 1 g (nitrato de amonio)
por vaso e para os inoculantes 1 ml por semente.

Os resultados foram analisados por meio do programa estatistico SISVAR versao 5.6
(FERREIRA, 2011), no qual foi feita a analise de variancia pelo teste F e as médias foram
comparadas a partir do teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 3. Analise da amostra de solo.

Complexo Sortivo e Nutrientes

pH 0\kg mmolc/dm’
1:2,5 M.O Al Ca™ Mg** K* P
55 7,0 0,0 12,3 5,6 2,3 10,1

Ca'” - Calcio; Mg™ - Magnésio; K - Potassio; Al*® - Aluminio trocéavel, P - Fésforo; M.O -

Matéria Organica.

Figura 1. Tratamentos das sementes de amendoim cv. BR1 usando a dosagem de 300 mL/100
kg. (A) sem fungicida, (B) Vitavax Thiram e (C) Standak Top.
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4.2. Preparo dos inoculantes a base de Bradyrhizobium

Para o preparo dos inoculantes, as bactérias foram inicialmente cultivadas em placas
de Petri em meio s6lido contendo “Yeast Extract Malt Agar”, YMA (glicose 1%, agar 2%,
peptona 0,5%, malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%), e incubadas por cinco dias a 28 °C em
BOD. Em seguida, foram inoculadas em meio YMA liquido a 28 °C, sob agitacdo de 150
rpm, por aproximadamente 7 dias, até o final da fase exponencial de crescimento das bactérias
(VINCENT, 1970).

4.3. Variaveis de crescimento vegetativo

Para a avaliacdo das variaveis de crescimento: com o auxilio de uma régua foi medida
a altura da planta (AP) (cm) desde a base até o apice da haste principal; para a massa seca da
parte aérea (MSPA) (g) e a massa seca da raiz (MSR) (g), o material foi seco em estufa com
circulagéo de ar forgada a temperatura de 64 °C, durante 72 horas até atingir massa constante.
Apos a secagem o material foi pesado em balanca de preciséo.

Para o numero de nodulos (NN), os mesmos foram retirados das raizes e contados. Ja
para a massa seca de nddulos (MSN) (g) os nddulos apos secagem foram pesados em balanca

de precisao 0,0000 g

4.4. Analise de nitrogénio nas folhas

A anélise de nitrogénio total nas folhas foi baseada no método de digestdo sulfdrica
descrito por Kjeldahl e adaptado por Bezerra Neto e Barreto (2011). A parte aérea das plantas
foi seca em estufa de circulacéo de ar forcada a temperatura de 64 °C por 72 horas e depois foi
triturado em moinho. Uma aliquota de material vegetal seco (1 mg) foi misturada a 50 mg de
sulfato de sddio, 0,5 mg de sulfato de cobre (5%) e 5 mL de acido sulflrico para a pré-
digestdo a frio, em temperatura ambiente, durante 12 horas. Em seguida a solucdo foi
aquecida em um bloco digestor a 350 °C até dissolver toda matéria organica e clarear a
solucéo.

Para a quantificacdo do nitrogénio foi utilizado 1 mL do extrato digerido em baldo
volumétrico de 50 mL contendo 40 mL de agua deionizada, 1 mL de hidréxido de sodio
(10%), 1 mL de silicato de sodio (10%) e 2 mL do reagente de Nessler, o volume foi
completado com agua deionizada para 50 mL. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a
410 nm. A partir do teor de nitrogénio foi calculado o nitrogénio acumulado na parte aérea,
multiplicando o teor de nitrogénio pela massa seca da parte aérea, de acordo com Alcantara et

al. (2014), expresso em (kg™).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Crescimento vegetativo

No resumo das analises de variancia dos dados obtidos (Tabela 4), observa-se
diferenca significativa (P < 0,05) para todos os fatores: niumero de inoculagdes (NI),
tratamentos com fungicidas (TF) e fonte de nitrogénio (FN). Observa-se ainda interacdo entre
TF x FN para todas as variaveis testadas. A analise de variancia também revelou que, a julgar
pelos valores do coeficiente de variacdo (CV%), houve boa precisdo experimental na

estimativa das caracteristicas em estudo.

Tabela 4. Resumo da analise de variancia (Quadrado Médio) dos dados referentes, altura de
plantas (AP), massa seca da parte aerea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e acimulo de
nitrogénio na parte aérea (ANPA), obtidos da cv. BR1 tratada com fungicida e inoculada com

Bradyrhizobium spp., Campina Grande, PB, 2019.

Fonte de Variacéo Quadrado Médio

GL AP MSPA MSR ANPA
N° de inoculacdes 1 26,7** 0,52* 0,01** 11,0**
Fonte de N (FN) 3 100** 1,10** 0,01** 174%*
Trat. Fungicidas (TF) 2 61,2** 2,10** 0,00* 8,74**
FN X TF (6) 25,6** 0,51** 0,00** 18,3**
Residuo 34 3,23 0.09 0,00 0,67
CV (%) 5,78 11,37 14,7 4,36
Média 31,1 2,73 0,27 18,8

ns nao significativo e **, * significativo a 1% e 5% respectivamente de probabilidade pelo
teste F.

Houve diferenca na massa seca da raiz e parte aérea nos tratamentos das estirpes
avaliadas, na interacdo com os fungicidas testados, na qual o Vitavax Thiram foi o mais
prejudicial a producdo de MSR, com reducdes que variaram entre 19% e 23% para ESA 123 e
SEMIA 6144, respectivamente quando comparados com a testemunha sem fungicida.
Enquanto que para a MSPA observou-se decréscimos de 37% para a SEMIA 6144 em relacdo
a testemunha apenas inoculada; j& para ESA 123, embora ndo tenha sido detectado diferencas
estatisticas para MSPA observou-se uma reducdo de 13% quando tratada com o Vitavax

Thiran em relagéo ao controle ndo tratado com o fungicida
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O menor crescimento das plantas provenientes de sementes tratadas com estes
fungicidas pode ser uma consequéncia da reducdo do nimero e da matéria seca dos nédulos,
que, por conseguinte reduziu o aporte de nitrogénio para a planta. O nitrogénio é um elemento
essencial na nutricdo das plantas, sendo elemento constituinte de enzimas e componente
estrutural de macromoléculas como proteinas e &cidos nucleicos. Assim, a deficiéncia desse
elemento nos tecidos vegetais resulta em um menor acimulo de matéria seca na planta
(MARSCHNER, 1995).

Por outro lado, na testemunha ndo inoculada e sem nitrogénio o tratamento com o
fungicida Vitavax Thiram promoveu o0 aumento da massa seca da raiz em mais de 39%, o que
corrobora com os estudos realizados por Cunha et al. (2015), os quais observaram que 0
tratamento de sementes de soja com fungicidas (imidacloprido + tiodicarbe) e sem inoculantes
promoveu aumento da massa seca da raiz. De acordo como mesmo autor provavelmente o
tratamento quimico proporcionou aumento do sistema radicular, o que pode estar atrelado ao
maior desenvolvimento de raizes secundarias, propiciando uma maior absorcdo de nutrientes
levando ao aumento de massa seca.

Nos tratamentos nitrogenados, ndo se observaram diferencas nos tratamentos com
Vitavax Thiran, em relacdo a testemunha sem fungicida, para MSR, MSPA e AP; embora
tenha sido notado restricdo na MSPA, da ordem de 11% em relacdo ao controle nédo tratado.

Incrementos foram verificados nos tratamentos com o fungicida Standak Top, nos
quais se observou para a ESA 123 incrementos de mais de 7% para MSR e AP, (Tabela 5).
Enguanto que com SEMIA 6144, a MSR e AP foram semelhantes a testemunha néo tratada,
indicando que de acordo com a interacdo, o tratamento com o Standak Top pode estimular o
crescimento.

Esses efeitos podem estar relacionados a presenca de piraclostrobina na composicao
do produto o qual é reportado por estar envolvida na melhoria do crescimento vegetal. Os
resultados encontrados neste trabalho corroboram os encontrados por Balardin et al. (2011),
0S quais registraram incrementos na producdo de MSR e AP quando as sementes foram
tratadas com fungicidas a base de piraclostrobina.

Nesse contexto, Fagan (2010) mencionou gque o incremento de fitomassa em plantas
tratadas com produtos a base de piraclostrobina ocorre devido ao aumento da atividade
fisiologica das mesmas. Esse pesquisador afirma que a possivel causa do incremento de
fitomassa esta associada ao aumento da fotossintese liquida, diminuicdo da respiracdo, maior
assimilacdo de CO; e ao aumento da assimilacdo de nitrogénio por uma maior atividade da

enzima nitrato redutase. Por outro lado, Castro et al. (2007) mencionaram que os inseticidas e
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fungicidas sdo desenvolvidos visando a eficiéncia no controle de pragas e doencas, sendo que
alguns podem provocar efeitos ainda pouco conhecidos, capazes de modificar o metabolismo
e a morfologia vegetal.

Tabela 5. Massa seca da raiz, massa seca da parte aérea e altura de plantas, das plantas de
amendoim, de acordo com a inoculagdo de estirpes de Bradyrhizobium em sementes de

amendoim tratadas com fungicidas, sob adubacédo nitrogenada ou ndo, no experimento de casa

de vegetacéo.
Estirpes Vitavax Thiran Standak Top Sem fungicida
Massa seca da raiz (MSR)
SEMIA 6144 0.27Bab 0,31ABa 0,35Aa
ESA 123 0,22Bb 0,29Aa 0,27ABb
Nitrogenado 0,21Ab 0,27Aa 0,20Ab
Controle 0,32Aa 0,28ABa 0,23Bb
dms 0,07 0,07 0,07
Massa seca da parte aérea (MSPA)
SEMIA 6144 2,13Ba 3,07Aa 3,40Aa
ESA 123 2,53Aa 2,92Aa 2,94Aab
Nitrogenado 2,15Aa 1,97Ab 2,43Ab
Controle 2,56Ba 3,38Aa 2,69Bb
dms 0,59 0,59 0,59
Altura de plantas (AP)
SEMIA 6144 32,50Ba 33,75Aba 35,53Aa
ESA 123 30,11Aa 32,58Aab 30,30Ab
Nitrogenado 26,33ABb 29,66Ab 25,33Bc
Controle 23,83Ch 35,16Aa 30,50Bb
dms 3,43 3,43 3,43

Médias seguidas de letras iguais, mailsculas nas linhas e minasculas nas colunas, para cada variavel,

ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.2. Nodulacéo

Em relacdo a nodulacdo, verifica-se na analise de variancia diferencas (P < 0,01) para
todos os fatores e para a interacdo entre FN x TF e NI x TF para o namero de nédulos; e para
a interacdo entre FN X TF e NI x TF x FN para massa de nddulos (Tabela 6).

Observa-se na Tabela 7 que houve diferengas no NN e MSN produzidos pelas estirpes
avaliadas e que os fungicidas afetaram negativamente (P < 0,01) essas variaveis,
independentes do numero de inoculagdes, embora tenha se verificado que a segunda
inoculagdo tenha favorecido uma melhor nodulagdo das plantas mesmo na presenca dos

fungicidas (Figuras 2A a 2B).
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Entre os tratamentos quimicos, o Vitavax Thiram foi 0 mais prejudicial, reduzindo em
até 70% o numero e a massa de nodulos para ambas as estirpes, em ambas inoculacbes
(Tabela 7). Esses resultados corroboram aqueles obtidos por Pereira et al. (2009), os quais
registraram que esses fungicidas, além de reduzirem o ndmero de nédulos, comprometem
também o crescimento dos mesmos. Resultados similares foram constatados por Mercante et
al. (2010), em que o numero e matéria seca de nddulos reduziram entre 77% e 96%,
respectivamente, com a aplicacdo dos fungicidas (captan, carbendazim + thiram, thiram e
carboxin + thiram).

Verificou-se que no uso de Standak Top com uma inoculagédo, os efeitos negativos
variaram entre 14% e 23% em relacdo a testemunha sem fungicida (Tabela 7). Apesar de ter
notado incremento na nodulacdo com a segunda inoculacdo, o aumento ndo anulou a
fungitoxicidade dos produtos, visto que 0s decréscimos no nimero e massa de nddulos
variaram entre 5% e 54% com duas inoculagdes comparada ao controle ndo tratado (Tabela
7). Comparando ao Vitavax + Thiran, a interacdo do Standak Top com as estirpes SEMIA
6144 e ESA 123, apesar de negativa, foi melhor. Efeitos negativos também foram constatados
por Zilli et al. (2010), em trabalho com soja, ao usarem o fungicida Carbendazim + Thiram,
mesmo com 0 aumento da doze do inoculante.

Para Pereira et al. (2009) a aplicacdo de fungicidas sobre as sementes pode afetar
negativamente a sobrevivéncia de Bradyrhizobium spp na superficie das mesmas devido aos
seus ingredientes ativos, pH e/ou solventes utilizados nas formulagdes. Deve-se ressaltar que
fungicidas de contato, quando aplicados na superficie das sementes, agem como uma barreira
toxica, impedindo a entrada de qualquer microrganismo. Além disso, devido ao seu modo de
acdo nao especifico, podem penetrar no interior dos microrganismos e provocar reacoes
quimicas ndo especificas com grupos quimicos presentes em proteinas, acidos nucleicos e
seus precursores (GARCIA, 1999).

No contexto, por ndo se decomporem facilmente pela acdo de fatores do ambiente e
permanecerem na rizosfera do solo por mais tempo sem lixiviar, seus efeitos podem ser
prolongados (GARCIA, 1999), o que explica os decréscimos na nodulacdo das plantas mesmo
com uma segunda inoculacdo das estirpes (Tabela 7).

De acordo com Martensson (1992), a presenca destes quimicos na rizosfera altera os
exsudados das raizes, consequentemente inibem a emissdo de sinais moleculares e 0s estagios
iniciais necessarios ao processo de nodulagdo. Juntamente a isto, trabalhos mostram que os
fungicidas a base de Thiram e Captam sdo pouco compativeis com a inocula¢do (CAMPOS e

HUMGRIA, 2000). No presente estudo, o tratamento de sementes a base de Thiram
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possivelmente foi prejudicial as bactérias inoculadas, proporcionando um menor percentual de
nodulagdo nos tratamentos em que houve contato direto dos inoculantes com as sementes
tratadas (ROSANI et al., 2013).

O Standak Top, embora tenha apresentado efeitos negativos na nodulagéo, mostrou-se
menos fitotoxico em relagdo ao Vitavax Thiram, sendo observados incrementos de 8% para
NN com ESA 123 e 10% para MSN com SEMIA 6144 (Tabela 7; Figura 2). Kintschev et al.
(2014) testaram o efeito de varios fungicidas na sobrevivéncia de estirpes recomendadas para
o feijoeiro comum e verificaram que os produtos a base de fipronil + tiofanato metilico +
piraclostrobina ndo inibiram o crescimento dos rizébios, o que pode estar correlacionado com

os efeitos menos tdxicos dos principios ativos.

Tabela 6. Resumo da analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados referentes a numero
de nddulos (NN), massa seca de nodulos (MSN) obtidos da cv. BR1 tratada com fungicidas e

inoculada com Bradyrhizobium spp., Campina Grande, PB, 2019.

Fonte de Variacao Gl Quadrado Médio

NN MSN
Numero de Inoculagdes (NI) 1 160** 0,00**
Fontes de Nitrogénio (FN) 3 185** 0,00**
Tratamento Fungicidas (TF) 2 861** 0,00**
FN x TF 6 221** 0,00**
NI X TF x FN 2 6,26ns 0,00**
NI x TF 2 170** 0,00ns
Residuo 34 16,5 0,00
CV (%) 28,8 30,0
Média 14,0 0,010

ns nao significativo e **, * significativo a 1% e 5% respectivamente de probabilidade pelo
teste F.
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Figura 2. Interacdo entre nimero de inoculagdes x tratamento fungicidas. (A) nimero de

nodulos (A); (B) massa seca de nddulos. (Letras mailsculas comparando as médias entre o

namero de inoculagdes e letras mindsculas comparando entre os fungicidas e a testemunha).
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Tabela 7. Valores médios referentes 8 NN e MSN e % de interacdo entre tratamentos com fungicidas, fontes de nitrogénio e nimero de

inoculagdes. Campina Grande, PB, 2019.

UMA INOCULACAO

Tratamento NN MSN

SEMIA 6144 (%) ESA 123 (%) SEMIA 6144 (%) ESA 123 (%)
Sem fungicida 30,0Aa 25,66Aa 0,028Aa 0,034Aa
Vitavax Thiran 8,33Ab -72 8,00Ab -68 0,008Ab -71 0,009Ab -73
Standak Top 23Aa -23 27Aa 8 0,031Aa 10 0,029Aa -14

DUAS INOCULACOES

Sem fungicida 46,00Aa 20,00Ba 0,039Aa 0,027Ba
Vitavax Thiran 12,00Ab -70 11,33Aa -43 0,028Aa - 28 0,018Ba -33
Standak Top 21ADb -54 19Aa -5 0,030Aa -23 0,023Aa -14

Letras maiusculas comparando as médias nas linhas entre as estirpes e letras mindsculas nas colunas comparando 0s tratamentos entre 0s

fungicidas e a testemunha (teste de Tukey, p<0,05).
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5.3. Acumulo de nitrogénio na parte aérea

Houve diferencas (P < 0,05) no acumulo de N total da parte aérea pelo uso dos dois
fungicidas no tratamento das sementes. Os teores de N na parte aérea foram mais elevados no
tratamento com N mineral quando comparados com as outras fontes de N (Figura 3A). Para
0s tratamentos inoculados, observou-se que os efeitos mais negativos foram para 0 Vitavax
Thiram sobre a SEMIA 6144 em relacdo aos outros tratamentos, enquanto que para a ESA
123 ndo se verificou diferenca entre esse fungicida e a testemunha ndo tratada (Figura 3A).
Resultados similares foram encontrados por Zilli et al. (2010), em trabalho desenvolvido em
campo, 0s quais observaram efeito negativo no acimulo de N na parte aérea em plantas de
soja inoculadas e tratadas com carbendazim + tiram.

J& para o Standak Top ndo se observou efeito negativo no acimulo de nitrogénio na
parte aérea das plantas. Tendo em vista 0s incrementos positivos deste fungicida em outras
variaveis ja avaliadas neste trabalho. O Standak Top também proporcionou incrementos
positivos na concentracdo de N em todos os tratamentos avaliados, com exce¢do do controle
ndo inoculado e sem nitrogénio (Figura 3A).

Fagan et al. (2010), ao avaliarem o efeito da aplicacdo de piraclostrobina sobre
variaveis fisiologicas, observaram incremento na taxa fotossintética e, consequentemente,
maior producdo de fitomassa. Contudo, os autores frisam que o incremento de fitomassa em
plantas ndo requer apenas a assimilacdo de carbono pelo aumento da fotossintese, mas
também a disponibilidade de nitrogénio.

Em outros estudos, Soares et al. (2011) verificaram aumento na atividade da nitrato
redutase com a aplicacdo de fungicida a base de piraclostobina em cultura de soja. Para esses
pesquisadores, 0 acréscimo na absorcdo de nitrogénio devido a aplicacdo da piraclostrobina
pode estar correlacionado as alteracGes fisiologicas que vao desde o aumento no teor de
clorofila e incremento na assimilagdo de nitrogénio, via nitrato redutase, refletindo no
aumento do rendimento da cultura.

A assimilacdo de nitrogénio é um processo vital que controla o desenvolvimento e
crescimento de plantas e tem efeitos marcantes sobre a producéo de fitomassa e produtividade
de grdos (REIS, 2007). Em relacdo ao nimero de inoculacdes, observou-se maior incremento
na taxa de nitrogénio nos tratamentos que receberam duas inoculacdes para ambas as estirpes,
embora tenha se verificado as melhores respostas para a ESA 123 (Figura 3B).

Deve-se salientar que quanto menor o nimero de bactérias viaveis na rizosfera menor

a probabilidade dos rizébios nodular e fixar o N e havendo toxicidade provocada por qualquer
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componente do fungicida utilizado, poderia ocorrer uma reducdo na nodulagdo das raizes e,

consequentemente, menor eficiéncia do processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio.

® Vitavax Thiran Standark Top Sem fungicida =5 Ik ,
19 ®SEMIA 6144 ~ ESA 123
0 \ = Aa
a :
) AD g Al -§ =
I =~ 18 An
) Ba Ba Ba E
: Ch Bb Ch Bb = 18 Ba
Be N5 =2
15 Ce , g 17 Ba
- PR
= 17
10 X
El 16
= A
= 16
0 3 15
SEMIA 6144 ESA 123 Nitrogenado Controle 1 Inoculacao 2 Inoculacéo

Numero de Inoculacdes

Figura 3. (A) Interacdo entre fonte de N x tratamento com fungicidas para o acimulo de N da
parte aérea das plantas; (B) Interacdo entre numero de inoculagdes x tratamentos com as
estipes na presenca dos fungicidas para o acumulo de N da parte da aérea. (A)- Letras
mailsculas comparando as médias entre as fontes de N e letras mindsculas comparando entre
os fungicidas e a testemunha. (B)- - Letras maiusculas comparando as médias entre o nUmero

de inoculagdes e letras mindsculas comparando entre as estipes.

Neste sentido, para minimizar os danos causados por determinados fungicidas sobre os
rizobios e, consequentemente, perdas de produtividade de grdos nas lavouras, devido a
indisponibilidade de N em quantidades suficientes para obtencdo de altos rendimentos, tem
sido sugerido a utilizacdo de doses mais elevadas de inoculante microbiano (COSTA et al.,
2013).

Os resultados do presente estudo confirmam outros anteriores em relacdo aos efeitos
dos fungicidas na nodulacdo e crescimento das plantas, contudo deve-se observar que seus
efeitos variaram conforme as propriedades quimicas dos produtos e caracteristicas de
tolerancia do Bradyrhizobium spp. Nesse sentido, estudos que enfoquem no efeito de
fungicidas sobre inoculantes de Bradyrhizobium spp em amendoim é de grande valia para
compreender os efeitos destes produtos sobre a nodulacdo e a FBN, e fornecer dados que
possam subsidiar no futuro o desenvolvimento de defensivos quimicos mais compativeis aos

rizébios ou propiciar a sele¢do de estipes mais tolerantes a esses quimicos.
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6. CONCLUSOES

- Os fungicidas aplicados reduziram a nodulagcdo (nimero e massa de nodulos) e o
crescimento vegetativo das plantas inoculadas com os isolados de Bradyrhizobium spp;

- O fungicida Standak Top, apesar de afetar a nodulagdo, foi o menos tdxico aos
Bradyrhizobium spp., além disso proporcionou crescimento das plantas e incremento na
massa seca e acumulo de nitrogénio na parte aérea;

- O aumento do numero de inoculagdes amenizou os efeitos dos fungicidas na nodulagdo e
proporcionou maior acumulo de nitrogénio na parte aérea;

- Dentre os isolados, ESA 123 foi 0 mais tolerante aos efeitos dos fungicidas.
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