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As bactérian fixadoras de nitrogénio atmosférico,
via processo simhidtico, repassam Hy as
legquminosas  sob forma de  amonia, proporeionanda
aumento  na  produgao  de  alimentos  protéicon,
reciclagem bioldgica de nitrogénio do  ar,
evitando o alto custo da adubagdo nitrogenada e o
efeito potencialmente poluidor do nitrato
lixiviado. Tentou-pe gquatro estirpes de Rhizobium
phaseoli [rente a quatro fungicidas indicados
piara o tratamento de  pemenben de Phapeolun
vulgaris L. (feijoeiro), no Esntado do Rio Grande
o Sul (Brasil). Considerando-se as dosaqgens
recomendadas dos fungicidas, houve crescimento
bacteriano das quatro estirpes frente a Benomil e
inibigio total frente a Captan; porém, para PCHB
e Thiram, a resisténcia dependeu do tipo de
eptirpe. Obpervou-se que nio ha  influéncia  de
fungicidan oobre o depenvolvimento do Rhizobium
phaneoli quando seleciona-ae a catirpe  adeqguada
ao fungicida corretamente dosado.

1 INTRODUGAO

O nitrogénio é um nutriente cssencial as plantas, mas
de dificil asnsimilagio na forma cm que se apresenba, poin
apenas 5% do nitrogénio do solo encontra-se sob  lorma
inorganica (amonia e nitrato), capaz de ser absorvido pelas
plantas, e somente uma pequena parte do nitrogénio organico

(aminodcidos e agGcares aminados) pode ser inicialmente
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fixado por microrganismos procariéticos (bactérias fixadoras
livres e simbioticas) (3).

Na fixagdo simbiotica existe interagdo entre a
bactéria e a leguminosa, onde o nitrogénio captado pelo
microrganismo é repassado & planta hospedeira sob a forma de
aménia, gue se combinard com os dcidos organicos provenientes
da fotossintese na formagio dos aminodcidos (3).

Entretanto, no passado, como o custo da unidade de
nitrogénio era relativamente baixo, 0s paises
industrializados utilizavam elevadas gquantidades de
fertilizantes nitrogenados para aumentarem a produtividade
das gramineas. Assim, as leguminosas, mesmo  fixando
eficientemente o nitrogénio, nido podiam competir com as
gramineas em termos de proteina total produzida por unidade
de 4area, quando estas eram adequadamente adubadas com
nitrogénio. Como conseqiiéncia dessa orientagdo, o uso
intensivo de fertilizantes nitrogenados determinou
desequilibrio nos processos microbiolédgicos responsdveis pela
manutencao do balango de nitrogénio no solo. A acumulagio de
formas inorganicas de nitrogénio no solo, sequidas de
lixiviagao pelas Aaguas de percolagao e pelo escorrimento
superficial ocasionado pela erosio, tém determinado o acumulo
de aménia e nitrato nos cursos de agua com conseqgiiente
desequilibric ecolégico, podendo atingir o estdgio de
eutrofizacio. Como decorréncia da poluigdo dos cursos de agua
associada ao alto custo dos adubos nitrogenados, os palses
desenvolvidos comegaram a intensificar os programas de
pesquisa sobre a fixagdo biolégica de nitrogénio por meio de
diferentes mecanismos e em diferentes ecossistemas.
Paralelamente, devido ao alto custo e baixa disponibilidade
de fertilizantes nitrogenados, os paises subdesenvolvidos
véem, na possibilidade de maior utilizagio dos beneficios da
fixagio biolégica de nitrogénio, wuma alternativa para a
melhoria da produtividade agricola por aumentar a retengao do
nitrogénio no solo sob formas organicas complexas com

liberacdo lenta e continua de améonia ao solo (3).
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0 presente estudo teve come objetivo avaliar o
desenvolvimento do microrganismo Rhizobium phaseali em
plantas da Familia leguminosae, mais especiflicamente
Phaseolus vulgaris L. (feijoeiro), bem como acompanhar a
.iﬂ;&uéncia, sobre estirpes de Rhizobium (SEMEA 487, SEMIA
4026, SEMIA 4064 E SEMIA 4077), de agrotoxicos selecionados
para feijao, de uso corrente na Regido Sul do Brasil,

especilicamente no Rio CGrande do Sul.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FIXAGAO BIOLOGLICA DI HITROGENIO

A disponibilidade de nitrogenio wmineral para as
plantas esta na dependéncia direta da continua decomposigio
de matéria organica e da aplicagio de adubagao nitrogenada,
sendo o processo de fixagao (redugio biologica) do nitrogénio
atmoslférico  (Ng) restrito a microrganismos gque ocorrem

i as siaga spocies vegetals
livremente no solo, ou em aAss0Clagao com especles gyetals

(1) s

li=-

A grande importancia da simbiose Rhizobium =
leguminosa estd condicionada ao valor da reciclagem biologica

an uso de

do nitrogénio do ar gue promove, om
cnergia de origem [6nsil, bem como ao alto custo da adubagao
nitrogenada © ao eleito potencialmente poluidor do nitrato
lixiviado (4).

Entretanto, o maior resultado pratico dessa simbiose
& o aumento da produgio de alimentos protéicos como O feijao,
acompanhado de uma ecconomia substancial nos cuntos destinados
i produgio da cultura do feijociro.

A reciclagem do nitrogenio atmosférico, gas gue
totaliza 78% do ar, consiste na redugio de [l (forma nao
absorvida pelas plantas) en Hiy, por bactéria do gencro
Rhizobium dentro de estruturas especiais desenvolvidas nas

raizes, chamadas nodulos (4) .
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Fatores que atuam na fixagdo bioloégica de nitrogénio

Ha treés fatores que atuam na fixagio biologica de
jeénio quando se trata da simbiose entre a bactéria e a

inosa, ou seja:

ores inerentes ao macrossimbionte - Phaseolus wvulgaris

(feijoeiro)

uantidade de carboidratos soluveis para os nodulos;
eriodo até o florescimento, e

apacidade de absorver nitrogénio do solo.

ores inerentes ao microssimbicnte - Rhizobium phascoli

téria fixadora de N,)

feijoeiro forma sua associagio simbidtica com o
zobium phaseoli; quando oste microrganismo esta
sente no solo, naturalmente ou via inoculacio, ele
onhece e infecta as raizes da planta hospedeira,
vocando a formagio do noédulo onde ocorreria a fixacio do
rogénio (1).

erengas nas estirpes de rizobio capazes de infectar o
joeiro sido detectadas quanto ao potencial de fixagio de
rogenio, amplitude de variedadoes noduladas
cientemente e na capacidade de infecgao diante das
irpes ji estabelecidas no solo (4).

s a iniciagao do nédulo, o Rhizobium transforma-se em
teroide, pdira de se multiplicar e comega a sintetizar a
rogenase, a engima responsave ] pela redugio do
rogenio a amonia, iniciando-se a fixagao. Os
terdides wutilizario os produtos da fotossintese da
nta como suprimento de enerdia, liberando, emn
trapartida, no citosol do nédulo, as formas amoniacais
nitrogénio que  serio  incorporadas  a  esqueletos  de
bono e transportadas sob a  forma de urcidos no
joeiro) para outras partes da planta, onde serao usadas

biossintese de proteinas vegetais (1).

Para que estirpes de Rhizobium phaseoli possam ser

recomendadas para a inoculagido do feijado, & preciso

conhecer, entre outros atributos, a sua eficiéncia na
fixagao de nitrogénio e a capacidade de se estabelecerem
no solo e competirem com os microrganismos ali presentes.
Estes sdo os principais requisitos para o uso de uma

estirpe de Rhizobium em inoculantes para o plantio de

leguminosas (1).

O Fratores inerentes ao solo

Supde-se gque o meio ambiente tenha papel relevante na
habilidade de uma estirpe "ganhar" a competi¢io com as
outras, mas o controle de seus efeitos é dificil. Alénm
disso, nio se sabe se os fatores de competitividade sdo
inerentes apcnas as bactérias, as plantas, ao melo
ambiente ou A interagio de dois ou trés desses componentes
(1) .

0s fatores relevantes relacionados ao solo sdo: acidez (pH
6timo para o crescimento do feijociro situa-se entre 5,5 e
6,7); [fosforo (nutriente que mais limita a fixagao
biolégica de nitrogénio); adubagdo nitrogenada (tem sido
prejudicial a nodulagdo e a atividade de nitrogenase de
modo acentuado em feijoceiro); temperatura (em feijoeiro,
consideram-se temperaturas entre 25 e 30°C como as mais
favoraveis & fixagio de nitrogénio), e umidade do solo
(fator de suma importancia no estabelecimento da nodulagao

em feijoeiro e na atlvidade nodular) (4).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELEGAO E OBTENGAO DE ESTIRPES DE Rhizobium leguminosarum

biovar phaseoli

As estirpes selecionadas para a execugdao deose
trabalho foram cedidas pelo INSTITUTO DE PESQU1S5.5
AGRONOMICAS (IPAGRO) e pertencentes a colegao de culturas de
Rhizobium do IPAGRO/MIRCENM.




Foram cedidas quatro estirpes em culturas puras

liofilizadas, identificadas da seguinte maneira:

. SEMIA 487 - I1PAGRO;
. SEMIA 4026 - UFRGS;
. SEMIA 4064 - UNIVERSIDADE DE MINNESOTA;
. SEMIA 4077 - UNIVERSIDADE DE MINNESOTA.

3.2 SELECAO DE AGROTOXICOS

No decorrrer do periodo em que houve contato com
técnicos especializados (fitossanitaristas, fitopatologistas
e engenheiros agroénomos), ocasidao em que procurava-se
informagées sobre o tratamento de sementes de feijao e,
conseqilientemente, a possivel viabilidade e/ou necessidade de
aplicagdo de agrotéxicos em tais sementes, constatou-se que a
Uunica classe viavel era a dos fungicidas, pois os herbicidas
e os linseticidas ndo sdo recomendados para tratamento de
sementes, os quais foram descartados para este estudo.

A partir de tais informagdes, procurou-se selecionar
os fungicidas de maior aplicagdo em culturas de feijao da
Regido Sul, quais sejam: Benomil, PCNB e Thiram; porém,
alguns técnicos sugeriram que se testasse, também o Captan.

Estes produtos foram fornecidos pelas seguintes
empresas:

* BENOMIL: IPAGRO - INSTITUTO DE PESQUISAS AGRONOMICAS

¢ CAPTAN: [OKKO DO BRASIL - INDUSTRIA QUIMICA E AGROPECUARIA
+ PCNB: LABORATORIOS PFIZER LIDA

*+ THIRAM: RHODIA (CNDA).

3.3 ANALISE E SELEGAC DE MEIOS DE CULTURA

Adotou-se o meio de cultura segundo MAZZA et al (2)
de boa eficiéncia e de facil preparacgdo.

Meio liquidn para desenvolvimento de Rhizobium phaseoli,

segundo MAZZA et al (1976):

wi GLTCEROL G ow sd sl sesania sumisresnia ey 10,0 g (8,13 mlL)
e EXTRATO DE LEVEDURA . ...oveeasosns o picainh SlaialE e 4,0 g

R o e T 0,5 ¢

o MUS0,.7H0 it 0,2 49

8 NACL i i iveeeensesassseeessnansanssossssansrssns 0,1 g

@ KHOg v ie it iii i e st sas e st 0,8 g

o (NI )gHPO tevverencianenionasanenennarenesnans O, 8 g

e SOLUCAD A¥ ot iinimmmaeiteasananaaessannsens 2 gotas

e SOLUCAD BA* ot srrrrsssetsssnonsnnnennas 2 gotas

v ACUR DESTILRDE . e sbieii i V6N (SEeis 1000,0 mL

Nota: * SOLUCAO A: solugdo a 10% de MnS0,
MnS0 0w e e e e 10,0 9

AGUA DESTILADA. . 100,0 ml
x% SOLUCAO B solugio a 10% de FeCly
FEC Ly mmin smom e w 10,0 g

AGUA DESTILADA.. 100,0 mhL

Meio solido para desenvolvimento de Rhizobivm phaseold

« Meio liguido com adigao de 15,0 g de Agar-iAgar.

3.4 EQUIPAMENTOS, VIDRARLIA E REAGENTES

05 equipamentos usados pertencem ao Laboratorio de
Biotecnologia da FUNDAGAO DE CIENCIA E TECHOLOGIA (CLENTIEC),

os (quais serao citados a sequir:

«  camara climatica mod. 346, marea PANEM;

« capela de (luxo laminar mod. FLV - série 445, marca TROX;
« estufa incubadora para B.O.D. mod. 347, marca FANEM;

« antoclave vertical mod. 103, marca FADBBE-PRTMAR;

« balanga eletronica, marca MARTIE;

« banho-Maria tipo DUBHOFEF 'TE 0973, marca TECHAL;

s [reezer BRASTEMP mod. 340 DUPLEX;

« forno de micreoondas SHARP CAROUSEL SM;




« contador de colonias BILOMATIC;

« medidor de pil digital wmod. DMPH-3, marca DIGIMED, e
o destilador QUIMIS.

A vidraria disponivel € comum aos Laboratérios de
Microbiologia.

05 reagenbtes empregados sdo usunis para lormulagao de
meios de cultura, bem como indicadores, solugoes de sullato
de manganés e de cloreto férrico, solventes, dalcool 70% e

alcool iodado para esterilizagao.

3.5 ENSAIOS EXPERIMENTALS
3.5.1 Preparagio e esterilizagio dos meios de cultura

A vidraria empregada na preparagio do meio de cultura
foi previamente esterilizada por autoclavagem.

Os reagentes s6lidos apés pesados em  balanga
cletronica foram dissolvidos em um litro de dgua destilada,
resultando no meio ligquido que deve apresenbtar pll proximo de
7,2, Bste meio @ acondicionado em erlenmeyers de 2500 ol
sendo tampados com algodio e vedados com papel laminado para
posterior esterilizagdo em autoclave vertical, a temperatura
de 120°C e pressao de 1 atm, durante 15 minutos.

Todo material esterilizado foi guardado em [reezer a
temperatura de 4°C.

A preparagio do meio sdélido fol realizada da mesma
forma; porém, acrescentando-se, a formulagio do meio liquido,

15 g de Agar=Agar.
3.5.2 Recuperagao de culturas liofilizadas de Rhizobium

Procedeu-se de acordo com orientagoes da Segio de
Microbiologia do Solo e Normas da Secretaria da Agricultura e
Abastecimento, para realizar-se a reccuperagio de  ampolas
contendo culturas liofilizadas de Ehizobium eom capela de
fluxo laminar ou camara asscéptica (adigao do indéculo em meio
so6lido, incubagido a 28°C em estufa por 3 a 5 dias, até

completo desenvolvimento das colonias).

3.5.3 Semeadura das estirpes selecionadas

A semeadura foi realizada em capela de fluxo laminar,
onde as colonias recuperadas de Rhizobium foram transferidas
para o meio de cultura liquido selecionado. Apos,0s5 frascos
contendo o caldo inoculado sdo incubados em camara climatica
ou em banho-Maria, sob agitagdo, a 28°C por 5 dias originando

a cultura-mae.

3.5.4 Isolamento de colénias de Rhizobium a partir da

cultura-mae

fsta etapa tem como tinalidade veriticar se a cultura
esta pura, isolando-se o microrganismo. Como técnica de
isolamento, adotou-se o método das estrias, constituindo-se
na tranferéncia da colénia do microrganismo para placas de
potri contendo meio de cultura s6lido  (com Agar). Esta
transferéncia foi realizada com alga de platina, respeitando-
se as exigéncias de assepsia, no interior da capela de fluxo
laminar.

Apos o isolamento das colonias, as  placas 840
introduzidas em estula incubadora a 28°C, durante 5 dias en

média, em posigao invertida.
3.5.5% Contagem "pour-plate"

A contagem "pour-plate! determina o numero de
bactérias por volume (mL) de cultura-mae, com o objetivo de
determinar a wmelhor diluigido a ser usada para o0s testes

definitivos com os fungicidas.
1.5.6 Estudo do crescimento bacteriano

As estirpes selecionadas de Rhizobium phascoli
apresentaram um cxcelente crescimento, demonstrando que as
quatro estirpes podem  ser inoculadas em  feijao.  Vale
mencionar que os ensaios desenvolvidos foram "in vitreo", com
meio de cultura segundo MAZZA et al (2). llesta fase, nao
havia sido adicionado nenhum tipe de agrotoxico ao mneio de

cultura contendo o inoculo.
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Testes com os fungicidas

05 quatro lTungicidas selecionados  (Benomil, Captan,
Thiram) Loram testados em trés ctapas distintas, quais
: dosagem recomendada, dosagem acima da recomendada e
am abaixo da recomendada.

Estes produtos foram adicionados ao meio de cultura
o (com Agar-Agar) ainda quente, para que pudessem ser
lvidos na maior parte possivel. Apos, este meio com o
cida foi adicionado as placas de Petri contendo o
rganismo e incubadas a 28°C, durante 5 dias, em média.

Apds este periodo, as colénias foram analisadas e
ificadas em contador de colénias BIOMATIC, para avaliar
iciéncia do crescimento bacteriano para cada estirpe
e a cada um dos diferentes fungicidas, bem como a

em destes.

ULTADOS E DISCUSSAO

anto  a  recuperagio das  culturas  liolilizadas de

izobium phaseoli

3 houve maiores problemas, obtendo-se bom resultado em

acas de Petri, com erescimento do microrganismo dentro
prazo previsto (média de 5 dias). Ocorreram algunas

ntaminacgées em algumas culturas contendo o inoculo;

rém, diante da bateria de testes realizados pode-se

sprezar tais resultados.

ando a scemeadura

semeadura foi facilitada devido ao uso de capela de
uxo laminar, evitando possiveis contaminagoes devido a
nipulagio de materiais e proporcionando maior seguranga

operadora.

Quanto ao isolamento do microrganismo

Na tentativa de usar meio de cultura com corante, para

facilitar a visualizagao das colonias, obteve-se problemas
relacionados com a consisténcia dos meios proparados oom

s . . . / . -
diferentes corantes, pois ambos dilicultaram a introdugao

da colénia do microrganismo pelo método das
placa, quando fazia-se o

estrias,

esfacelando o meio contido na

movimento de zigue-zague; © ¢ue ndo aconteceu com O meio

=em corante, sendo; portanto, adotado este ultimo sem

maiores preblemas.

Quanto ao crescimento bacteriano

Pode-se  perceber  que as estirpes fornecidas pelo TPAGRO

sio de boa gualidade e qguoe 0S5 mnetodos  adotados  sdao
eficientes, pois obteve-se crescimento bacteriano, em
estufa bacteriologica, dentro dos parametros aceitiveis,
desde a consisténcia do caldo apos o periodo de incubagan

até a coloragao das colonias.

ouanto a influéncia dos fungicidas sobre o desenvolvimente

do Rhizobium phaseoli

BEHNOMIL

Na dosagem recomendada, todas as estirpes apresentaram

creacimento  bacteriano, nio  havendo nenhum tipo de
inibigao. Portanto, testou-mn  a  dosagem  acima  da

recomendada, a qual  foi  estimada em 100% superior a

primeira, onde obscrvou-se comportamento diferenciado para

cada estirpe. A SEMIA 487 apresentou algum crescimento, as
SEMIAS 4026 ¢ 4064 apresentaram inibigio total de

crescimento; porem, a SEMIA 4077 demonstrou om
crescimento  bacteriano, mostrando-se mais resistente  a

este fungicida.
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*  CAPTAN
Este fungicida é extremamente nocivo a qualquer estirpe
testada, pois demonstrou inibigio total em, qualquer
osagem (até em 50% inlerior a recomendada) ¢ para todas
as quatro estirpes testadas. vale mencionar, novamente,
que este produto s6 foi testado a pedido de técnicos da
drea de agronomia, para efetivar-se o seu alto potencial

de toxicidade frente ao Rhizobium.

* PCNB
Na dosagem recomendada, este fungicida permitiu
crescimento bacteriano para as estirpes SEMIAS 4026, 4064
e 4077; porém ndo permitiu bom crescimento para a SEMIA
487. Testando-se dosagens acima da recomendada (25%
maior), houve crescimento para a estirpe SEMIA 4077, nao
houve bom crescimento para a SEMIA 4064 e, para as SEMIAS

487 e 4026 nao houve nenhum crescimento.

*  THIRAM
para a dosagem recomendada, as estirpes SEMLIAS 487, 4026 e
4077 apresentaram bom crescimento bacteriano; porém a 4064
apresentou crescimento duvidoso. Quando testou-se o
produto com dosagem 25% acima da recomendada, ndao houve
crescimento em trés estirpes, podendo haver um crescimento

sensivel para a SEMIA 4077.

5 CONCLUSAO

A possibilidade de aporte de nitrogénio, através da
inoculacido de microrganismos, as culturas de leguminosas
trara enorme economia ao produtor, descartando a necessidade
do uso de fertilizantes nitrogenados no solo, e significativa

melhoria na produtividade agricola, originando elevagao na
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produgao de alimentos protéicos como o feijao e,
consegiientemente, mantendo-se equilibrio ecolégico na area de
plantagdo, ja que trata se dc um proccaso totalmente natural.

Considerando-se dasagcns recomendadas dos fungicidas,
houve crescimento bacteriano das quatro estirpes frente a
Benomil e inibigdo total frente a/Captan; porém, para PCHB e
Thiram, a resisténcia dependeu do tipo de estirpe.

Observou-se gue ndo ha influéncia de fungicidas sobre

o desenvolvimento do Rhizobium phaseoli quandc seleciona-se a

estirpe adequada ao fungicida corretamente dosado.

ABSTRACT

The bacterias fixer of the atmospherical nitrogen, through symbiotic
procens, to repass N, for leguminous below form by ammonia, to proportion
increase in the production of proteans f{oods, bioclogical return of alr
nitrogen and to avoid the high cost of nitrogen manuring and the effect
to pollute potentially of the lixiviate nitrate. It was tested four
lineage of the Rhizobium phaseoli with four fungicides to indicate for
treatment of seed of the Phaseclus vulgaris L. (bean) in the Rio Grande
do Sul (Brazil). Considering dosages recommended of fungicides to had
grown bacterial of the four lineage with Benomil and total inhibition
with Captan, but for PCNB and Thiram, the resistance depend of the type
of lineage. 1t was observed that there isn't influcnce of fungicideo on
the development of the Rhizobium phasceoli when to select the linecage
adequate with the fungicide correcting dosed.
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Mobilidade (u.cm / V.s)

ERRATA

Verificadeo erro no gréifics (Figura 4) da pdcina 29, do volume 2, niimero 2,

deste periddico, publica-ze abaixo o grafice correte.

" FIGURA 4 - POLIEDROS DE AgHPV HETERUCOAGULADOS COUM DIFERENTES CUNCENTRAGOES

DE CaF2 EM pH 5.5
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