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RESUMO - A influência do fungicida pentacloronitrobenzeno (PCNB), do berbicida trifluralin e do fungi-
cida metalaxil/mancozel, no crescimento de estirpes de Rhizobiwn leguminosarwn bvphaseoli (C-05 e C-OS 
11) e de Bradyrluzobium japonícwn (29W e SEMIA 587), foi estudada em meio ágar sólido. A estirpe SEMIA 
587 deli. japonicum foi mais sensível a estes agrotóxicos, e a estirpe C-05 11 deR. leguminosarwn foi a mais 
resistente, embora tenha-se apresentado sensível ao metalaxil/mancozeb. A atividade respiratória, avaliada 
através da técnica de radiorrespirometria, demonstrou que a estirpe mutante deR. leguminosarwn (C-05 11) 
teve sua atividade respiratória estimulada por todos os agrotóxicos. 
Termos para indexação: fungicida, agroquímicos, herbicida 

THE EFFECTS OF AGROCHEMICALS ON SURVIVAL AND RESPIRATORY ACTIVITY 
OF RI-IIZQSIUMLEGUMINOSARUM bv. PHASEOLI AND BRADYRI-ÜZOBILJMJAPONICUM 

ABSTRACT The effects ci the fungicides pentachloronitrobenzene, metalaxillrnancozeb and the herbicide 
hifluralin on lhe growth of strains ci Bradyrhizobiumjaponicum ( 29W and SEMIA 587), and Rhizobium legumi-
nosarum bv. phaseo/i (C-05 and 0-05 II), weretudied in agar medium. Strain SEMIA 587 o? 8. japonicurn 
was more susceptible to these agrochemicals, and strain C-05 1101 R. )eguminosarum was lhe most resistant, 
allhough II had been susceplible te metalaxil/mancozeb. The respiratory activity, measured by radiorespiro-
metry revealed that lhe mutant strain ai R. /eguminosarum, (0-05 Ii) had Is respiratory activily enhanced by ali 
lhe agrochemicals. 

index terrns: fungicides, agrochemicals, herbicides. 

INTRODUÇÃO 

A inoculação de rizóbio em culturas de legumi-
nosas tem sido usada em substituição aos fertilizan-
tes sintéticos e outros tipos de fertilizantes naturais, 
pelo fato de ser um processo menos dispendioso e 
também eliminador do risco de contaminação am-
biental (De-Poili & Franco 1985). No entanto, a 
aplicação de agrotóxicos para o controle de doenças 
e de ervas daninhas nestas culturas pode levar a uma 
interferência na sobrevivência da bactéria, no pro-
cesso de infecção, na formação e desenvolvimento 
dos nódulos, ou na fixação do nitrogénio, prejudi-
cando assim, a ação dessas bactérias (Diatloff 1986). 

O objetivo do presente trabalho foi estudar a in-
fluência do fungicida pentacloronitrobenzeno 
(PCNB), do herbicida trifluralin e do fungicida me-
talaxilJmancozeb no crescimento e na atividade res- 
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piratória de diferentes estirpes de rizóbio utilizadas 
como inoculantes em nosso meio, levando-se em 
consideração a possibilidade de acúmulo destes 
agrotóxicos devido a aplicações repetidas, ou sua in- 
corporação de forma não homogênea ao solo for-
mando zonas de alta concentração. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Inóculo 

Foram utilizadas as bactérias Rhizobiwn leguminosanun 
bv. phaseoli (estirpes C-05 e C-05 li) eflradyrhizobiumjapo-
nicwn (estirpes 29W e SEMIA 587), da Seção de Microbio-
logia de Solos do Centro de Energia Nuclear na Agricultura 
(CENA), da Universidade de São Paulo, Piracicaba, SP. As 
bactérias foram cultivadas em meio líquido (Saito et ai. 1985) 
ou acrescidas de ágar (12 gil). 

Agrotóxlcos 

Utilizaram-se os seguintes agrotóxicos: fungicida meta-
laxil/mancozeb (formulado com 10% de metalaxil e 48% de 
mancozeb, ia.), herbicida trifluralin (grau técnico) e fungici-
da pentacloronitrobenzeno (PCNB, formulado, 75% ia.). 

Influência dos agrotóxicos no crescimento 
Para a determinação da sobrevivência e contagem do nú-

mero de colônias foram adicionadas ao meio liquefeito de 
cultura com ágar, soluções etanólicas dos compostos (5 ml 
etanol/100 ml meio): metalaxil/mancozeb: 1, 5, 10, 20, 50, 
100 e 250 ppm; trifluralin: 10, 50, 100, 250 e 500 ppm; 
PCNB: lo, 50. 100 e 250 ppm; controle: somente etanol. 
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A partir de cultura previamente crescida, com a concen-
tração aproximada de 10 9  cetim!, procedeu-se ao piaquea-
mento. As placas foram então incubadas por um período de 7 
a 9 dias em estufa a 30 °C, após o qual comprovou-se presen-
ça ou ausência de crescimeno em relação ao controle (sem 
agrotóxico), e contagem do número de colônias. 

influência dos agrotóxicos na atividade respira-
tõria 

A influência dos agrotóxicos na atividade respiratória da 
estirpes estudadas foi medida em dois experimentos, através 
da técnica de radiorrespirometria (Mayaudon 1971, Freitas et 
ai. 1979). Foi usada, como substrato para radiorrespirome-
fria, a O-glicose- 1  'C, uniformemente marcada, (Amersham, 
Inglaterra) com atividade específica de 12,3 OBqlp.mol) (333 
m Ci4Lmol), na concentração de 3,7 kBq/ml (0,1 J.LCiiml) de 
atividade, acrescida de glicose não marcada (2,5 Ilmol/mi). 

Experimento 1 
Foram selecionadas para esta etapa as estirpes C-05 11 e 

SEMIA 587 cultivadas em meio líquido. Na concentração 
aproximada de 10 cel/mI, 1 ml foi adicionado a 9 ml de 
meio liquido, contidos em Erlenmeyers de 50 ml. Na fase 
exponencial do crescimento (três dias para C-05 11 e cinco 
dias para SEMIA 587) as culturas receberam 100 pÁ de solu-
ção etanólica dos compostos: metalaxil/mancozeb (lO e 20 
ppm); trifluralin (250 e 500 ppm); PCNB (100 e 250 ppm), e 
controle (etanol). 

A atividade respiratória da bactéria foi avaliada adicio-
nando-se 100 IM da solução estoque de glicose-' 4 C, e os Er-
lenmeyers tamponados com rolhas de borracha contendo um 
frasco com 0,5 ml de etanolamina, para captura do "CO 2  
evoluído. Após 24 horas de incubação, retirou-se o frasco 
com etanolamina e o "CO 2  evoluído foi contado em cintila-
dor de amostra líquida (Beckmann LS 10O, utilizando-se o 
método de razão de canal com fonte externa (Musumeci & 
Ruegg 1984). 

O "CO 2  evoluído foi calculado segundo Freitas et ai. 
(1979). 

Experimento 2 
Neste experimento, a solução de agrotóxico foi adiciona-

da simultaneamente à inoculação da bactéria, para acompa-
nhar o efeito na atividade respiratória durante todo desenvol-
vimento da cultura. Para este experimento, selecionou-se a 
estirpe C-05 II. 

RESULTADOS 

Crescimento 

As estirpes ensaiadas foram sensíveis ao metida-
xil/mancozeb nas concentrações utilizadas, sendo a 
C-05 11 a estirpe mais resistente, por apresentar na 
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concentração de 10 ppm deste fungicida um cresci-
mento 50% maior em relação ao observado no con-
trole. As concentrações estudadas de trifiuralin não 
ocasionaram inibição nas estirpes, apresentando- se 
estas como resistentes ao herbicida até mesmo na 
concentração de 250 ppm. O fungicida PCNB, nas 
concentrações ensaiadas, não inibiu o crescimento de 
C-05 II, no entanto a partir das concentrações de 50 
e 250 ppm, as estirpes 29W e SEMIA 587 tiveram o 
crescimento inibido em mais de 50%. 

O número de colônias C-05 e C-05 II (Tabela 1) 
em meio de cultura contendo metalaxil/mancozeb, 
foi drasticamente reduzido na concentração de 20 
ppm. A SEMIA 587 apresentou-se bastante sensível, 
com redução no número de colônias até nas concen-
trações de 5 e 1 ppm de metalaxi/mancozeb. O her-
bicida trifluralin praticamente não alterou a multipli-
cação das estirpes 29W e C-05, e ativou a multipli-
cação de C-05 II, porém, a estirpe SEMIA 587 
apresentou redução gradual na quantidade de colô-
nias com o aumento da concentração do herbicida 
(Tabela 1). O fungicida PCNB não ocasionou altera-
ções consideráveis no crescimento das colônias de 
C-05, ocorrendo ativação da estirpe C-05 II. A 
SEMIA 587, porém, teve redução do número de 
colônias quando o PCNB na concentração elevada 
de 250 ppm foi adicionado ao meio. 

Influência na atividade respiratória 

A presença do fungicida metalaxi/mancozeh no 
meio de cultura provocou aumento da atividade res-
piratória de C-05 II, e o trifluralin, na concentração 
de 50 ppm, inibiu a atividade respiratória desta estir-
pe. No entanto, o B. japonicum teve sua atividade 
respiratória ativada pela presença deste agrotóxico. 
A adição do fungicida PCNB provocou drástica re-
dução da atividade respiratória de SEMIA 587 (Ta-
bela 2). 

O efeito dos agrotóxicos na atividade respiratória 
do R. /eguminosarwn C-05 II foi também verificado 
nos experimentos em que a bactéria ficou em con-
tacto com a solução de agrotóxico desde o momento 
da inoculação até o prazo de 72 horas. Todas as so-
luções destes compostos ativaram a respiração da 
bactéria no período de 24 horas de incubação. Ode-
créscimo que ocorreu posteriormente não produziu 
inibição na atividade respiratória com nenhuma das 
concentrações de agrotóxicos ensaiadas (Tabela 3). 
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TABELA 1. Número de colónias de estirpes deR. Iegwninosanan bv phnseoli e B.japonkwn em meio sólido de ágar, 
acrescido de diferentes concentrações de agrotóxicos. 

Agrotóxico (ppm) 
R. leguminosarum bv phaseoli 

(C-05) x 10' 	(C-05 li) x 108  
6. japonicum 

(29W) x ia' (SEMIA 587) x ia' 

Controle O 1.140± 210 560± 110 1.540± 200 980± 100 
Metalaxil! 
mancozeb 1 1.350± 150 540± 170 1.710± 350 450± 80 

5 890± 23 420± 210 400± 	O 40± 30 
lO NDa 	- 426± 	28 161± 	7 5± 	3 
20 54± 	IS 2± 	O NDb 	- NDb 	- 

Trifluralin 100 1.080± 	90 790± 280 1.360± 490 910± 180 
250 900± 60 740± 140 1.430± 150 770± 80 
500 910± 170 700± 160 1.400± 310 600± 130 

PCNB 50 1.080± 	30 690± 120 980± 500 690± 	40 
100 1.160± 180 690± 140 1.440± 180 840± 370 
250 1.080± 230 800± 210 1.040± 550 260± 	70 

NDa = não determinado, multiplicação excessiva. 
NDb = não determinado, ausência de multiplicação 

TABELA 2. 14C01  (pmolml/Ii) evoluído das culturas 
C-05 II de R. leguniinosarum bv phaseoli e 
SEMIA 587 de B. japonkui'n, em meio lí- 
quido, acrescido de diferentes concentra-
ções de agrotóxicos. 

Agrotóxico 	(ppm) 	(C-05 II) 	(SEMIA 587) 

Controle O 0,8138 0,3210 

Metalaxil! 10 1,0395 0,3307 
mancozeb 20 1,1850 0,3495 

Trifluralin 250 0,7010 0,3951 
500 0,4030 0,8891 

PCNB 100 0,6716 00433 
200 0,4848 0,0332 

DISCUSSÃO 

O fungicida metalaxillmancozeb foi introduzido 
recentemente no mercado brasileiro, em 1982, para 
controle de fungos dos Oomicetos, patógenos de di-
versas culturas, sendo recomendado nas aplicações 
foliares, em dosagens de 10 ppm. Em nossos experi-
mentos, concentrações de 1 e 5 ppm foram suficien-
tes para inibir o crescimento das diferentes estirpes 
de rizóbio. 

A adição deste fungicida ao meio de cultura in-
fluenciou o crescimento do B. japonicwn de forma 
negativa, porém, de acordo com Diatloff (1986), o 
metalaxil, na dose por ele utilizada (0,3%/kg de se-
mente), não inibiu o crescimento de 8. japonicum em 
ensaios de difusão em ágar. Assim, a sensibilidade do 
B. japonicum ao metalaxil, detectada em nossos ex-
perimentos, poderia ser atribufda à metodologia em-
pregada, ou, ainda, às estirpes ensaiadas, que diferem 
nos dois casos, e principalmente à formulação do 
fungicida utilizado, que contém alta percentagem de 
mancozeb, não sendo unicamente devida ao metala-
xii, como no ensaio de Diatloff (1986). 

O B. japonicum teve seu crescimento inibido pelo 
herbicida trifluralin. Este herbicida também exerceu 
ligeiro efeito depressor na multiplicação da estirpe 
C-05 de R. leguininosaruni. Lopes et ai. (1971) 
constataram que o herbicida trifluralin não alterava o 
crescimento deste inoculante, porém, deve-se notar 
que além da diferença nas estirpes ensaiadas, as con-
centrações por nós utilizadas foram bastante eleva-
das em relação às doses recomendadas (aproxima-
damente 1 ppm) para as culturas de feijão e soja. 
Entretanto. Campanhola et aI. (1982) verificaram 
ausência de homogeneidade desse herbicida na in-
corporação ao solo. Esta falta de homogeneidade, 
assim como as repetidas aplicações, podem levar ao 
surgimento de áreas de concentrações, influenciando 
de forma negativa o inoculante. 

As concentrações do PCNB não tiveram efeito 
considerável no crescimento das estirpes ensaiadas, 
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TABELA 3. "CO 2  evoluído (jLmol/mlIh) da cultura deR. Iegwninosarum C-05 11, incubada com diferentes concen-
trações de agrotóxicos. 

Agrotóxico (ppm) 
O 6 

Tempo (horas) 

24 48 72 

Controle O 0772 0,768 0,682 0,561 0,503 

Metalaxil! 10 0.925 0,762 1,101 0,524 0,615 
rnancozeb 20 0,646 0.665 1.050 0,365 0,441 

Trilluralin 250 0,608 0,535 1,449 0,781 0,712 
500 0,462 0,614 1.248 0,708 0,666 

PCNB 100 0,510 0,585 1,427 0,683 0,609 
250 0,454 0,458 1,018 0,764 0,461 

sendo que elas excederam as doses de aplicação re-
comendadas de, aproximadamente, 60 ppm. No en-
tanto, a atividade respiratória de SEMIA 587 foi al-
tamente inibida por este agrotóxico, devendo-se le-
var em consideração, segundo Pan (1974), a possi-
bilidade de ocorrência de regiões com concentrações 
acima das doses recomendadas, em decorrência de 
dificuldades de incorporação homogénea ao solo. 

Observou-se, ainda, que o R. leguminosarum bv 
phaseoli, de crescimento mais rápido que o B. japo-
nicwn, foi mais resistente aos agrotóxicos. Relatos 
de Gillberg (1972) também evidenciaram maior re-
sisténcia a herbicidas por estirpes de R. ,ne!iloü, de 
rápido crescimento. 

Conforme Tesfai & Mallik (1986), as considerá-
veis variações entre as diferentes espécies de estirpes 
podem determinar respostas diferentes quando en-
saiadas com diferentes agrotóxicos, o que coincide 
com as variações observadas nos experimentos aqui 
relatados. Por outro lado, não ocorreu inibição da 
atividade respiratória do R. !eguzninosarwn ou do B. 
japonidum pela adição do metalaxil/mancozeb a meio 
líquido de cultura. 

Embora alguma inibição respiratória do R. legu-
rninosarum se tenha verificado quando as adições do 
trifluralin e do PCNB ocorreram na fase exponencial 
de crescimento da bactéria, não se constatou inibição 
quando a adição foi feita desde a fase "lag", ocor-
rendo provavelmente uma adaptação da população 
bacteriana aos agrotóxicos ou uma utilização destes 
pela bactérias, demonstrando, assim, a possibilidade 
de resposta diferenciada, conforme o estádio de 
crescimento da cultura e a aplicação do agrotóxico. 
Por sua vez, Dunigan et ai. (1970), citados por Hill 
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& Wright (1978), constataram ligeira inibição da ati-
vidade respiratória de B. japonicum pelo trifluralin. 

De acordo com Fisher & l-Iayes (1981), a influên-
cia de um agrotóxico ensaiado em ágar não reflete 
necessariamente o comportamento em campo da es-
tirpe estudada, podendo ocorrer, entáo, sensibilidade 
ou resistência alteradas nessas estirpes, quando da 
aplicação destes agrotóxicos em experimentos de 
campo. 

CONCLUSÕES 

1. O fungicida metalaxillmancozeb inibiu o cres-
cimento das estirpes SEMIA 587 de B. japonicuin e 
C-05 II de R. leguminosarwn bv phaseoli. 

2. A estirpe C-05 II foi, em geral, mais resistente 
aos agrotóxicos do que a estirpe C-05, da qual é ori-
ginada; e a estirpe SEMIA 587 foi a mais sensível 
a todos os agrotóxicos ensaiados. 

3. Os agrotóxicos ensaiados estimularam a ativi-
dade respiratória da estirpe C-05 II. 
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