TOLERANCIA DE ESTIRPES DE Bradyrhizobium sp. A DIFERENTES HERBICIDAS!

DERCIO SCHOLLES2. FERNANDO GUSTAVO MOHRDIECK?, LUCIANO KAYSER VARGAS*

RESUMO - A aplicagio de herbicidas pode afetar a microbiota do solo como um todo e. mais especificamente, as
bactérias do géncro Bradyrhizobium, responsdveis pelo processo de fixagio bioldgica do nitrogénio em simbiose com a
soja. Em fungiio de sua variabilidade genética. as estirpes de Bradyrhizobium podem apresentar diferengas na sensibilida-
de aos diversos herbicidas utilizados na cultura da soja. Com o objetivo de testar a sensibilidade de diferentes estirpes de
Bradyrhizebiwm, foram rcalizados dois estudos em laboratério. Em um primeiro estudo, avaliou-se a tolerincia de 15
estirpes de Bradyrhizobiun aos glifosato ¢ atrazina, utilizando-se o método da placa inclinada. No outro estudo. avaliou-
se a tolerincia das cstirpes a doses extremas de oito herbicidas adicionados em doses crescentes ao meio de cultura LMA.
O efeito dos herbicidas metolacloro ¢ imazaquin sobre populagdes de rizébios estabelecidas em solo foi verificado em um
terceiro estudo. realizado em casa de vegetagiio. Os resultados obtidos variaram com a metedologia empregada, sendo o
método da placa inclinada mais limitado do que o método de adigio de doses crescentes de herbicidas em meio de cultura
sélido. Dentre as estirpes avaliadas, SEMIA 586, SEMIA 587, SEMIA 5019 ¢ SEMIA 5061 foram as mais toleranies,
enquanto SEMIA 5039 ¢ SEMIA 5074, as mais sensiveis aos herbicidas utilizados. A aplicagiio dos herbicidas metolacloro
¢ imazaquin no solo, mesmo em uma dosc cinco vezes superior A recomendada, ndo afetou a densidade populacional das
estirpes recomendadas SEMIA 587 ¢ SEMIA 5079 previamente estabelecidas.
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TOLERANCE OF Bradyrhizobium sp. STRAINS TO DIFFERENT HERBICIDES

ABSTRACT - The use of herbicides may affect soil microorganisms as a whole and, more specifically, bacteria belonging
to the genus Bradyrhizobium, responsible for nitrogen fixation in soybean. Due to their genetic variability, Bradyrhizobitm
strains could show different degrees of sensibility to herbicides used in soybean crops. In order to examine the sensibility
of diffcrent Bradyrhizobium strains to herbicides, two assays were conduced under laboratory conditions. In the first
assay, the tolerance of 15 Bradyrhizobitm strains to glyphosate and atrazine was tested by the gradient plate technique.
On other assay, the Bradyrhizobiwm strains tolerance to extreme concentration of herbicide was examined by adding
increasing herbicide dosages to YMA media. The effect of the herbicides metolachlor and imazaquin on established soil
populations of Bradyrhizobitm strains was assessed on a third assay, conduced in greenhouse. The results obtained
varied. depending on the methodology used, being the gradient plate technique more limited than the method of addition
of increasing dosages 10 YMA media. Among the analyzed strains, SEMIA 586, SEMIA 587, SEMIA 5019 e SEMIA
5061 were more tolerant. while SEMIA 5039 and SEMIA 5074 were more sensitive. The use of metolachlor and imazaquin
in soil, even in rates 5 times the recommended field use rates, had no effect on the density of previously established
populations of recommended Bradyritizobiium sirains SEMIA 587 e SEMIA 5079.
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INTRODUCAO:

A aplicagfio de herbicidas é uma prética usual na
cultura da soja, principalmente no sistema de plantio
direto. A aplicaciio de tais produtos, mesmo nas
doses recomendadas, traz, entre outros riscos, a
possibilidade de afetar outros organismos que nfio a
populagéo alvo (ECHEVERRIGARAY et al., 1999).

Os microrganismos do solo estdo entre as popu-
lagdes que podem ser afetadas indevidamente pelo
uso de herbicidas, comprometendo processos bio-
16gicos importantes. Grupos de microrganismos be-
néficos, como as microrrizas e 0s rizébios, podem
ser prejudicados (ABD-ALLA et al., 2000), sendo
esses ultimos fundamentais para a cultura da soja,
que depende do processo de fixacio biolégica do
nitrogénio. Os prejuizos da aplicagiio de herbicidas
sobre o processo de fixa¢io do nitrogénio podem
ser decorrentes de efeitos sobre a leguminosa, so-
bre o izébio ou sobre a simbiose rizébio-leguminosa
(ARRUDA et al., 2001).

A avaliagdo da agdo direta do herbicida sobre o
rizébio €, muitas vezes, dificultada pela associagdo
do microssimbionte com a planta hospedeira, Para
contornar esse obstaculo, tém sido realizados estu-
dos com culturas puras, cultivadas em meio de cul-
tura contendo o herbicida (KAPUSTA ¢
ROUWENSHORST, 1973; SINGH e WRIGHT,
2002). A composicio do meio, no entanto, influ-
encia a sensibilidade do rizébio aos herbicidas.
Em meio sélido, a sensibilidade é atenuada, em
comparagdo ao meio liquido, possibilitando o
desenvolvimento da estirpe em concentragdes
mais elevadas de herbicida (ROSLYCKY, 1985).
A maior sensibilidade das estirpes em meio li-
quido parece ser devida & maior solubilidade e
difusio do produto no meio, levando a um maior
contato com a bactéria. Independentemente do
meio de cultura utilizado, os testes in vitro nao
reproduzem as condigdes de campo, uma vez que
eliminam as interagdes entre 0s organismos, o solo
e 08 herbicidas. Em fun¢io disso, como alternati-
va ou complemento aos ensaios em laboratdrio,
pode-se analisar a populagfio de rizébios em solo
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tratado com herbicida, através de contagens em meio
seletivo (MOORMAN, 1986) ou da determinagio
do niimero mais provivel por infec¢io em plantas
(KAPUSTA e ROUWENSHORST, 1973).

O presente trabalho teve como objetivo testar a
sensibilidade de diferentes estirpes de
Bradyrhizobiwm a herbicidas por meio de expe-
rimentos in vitro, realizados em laboratdrio, ou
com amostras de solo.

MATERIALE METODOS

Para avaliar a tolerincia de estirpes de
Bradyrhizobiwm sp. a herbicidas, foram realiza-
dos dois estudos em laboratdrio. Em ambos, fo-
ram testadas as estirpes SEMIA 527, SEMIA 560,
SEMIA 586 (= CB 1809), SEMIA 587, SEMIA
5019 (=29 W), SEMIA 5020 (= J 5030), SEMIA
5025 (=TAL411,THA 3), SEMIA 5039, SEMIA
5061 (= INPA 037), SEMIA 5069 (= 8 W),
SEMIA 5070 (= 74 K), SEMIA 5072 (= NC
1005), SEMIA 5073 (= NC 1005 ERY/SPC/A-
1), SEMIA 5074 (= USDA 123 ERY/SPC/A-1) e
SEMIA 5079 (= CPAC 15, DF 24), pertencentes
a Colegio de Culturas de Rizdbio SEMIA da Fun-
dag¢do Estadual de Pesquisa Agropecudria/
Microbial Resources Centres. O efeito dos pro-
dutos sobre a sobrevivéncia do rizébio no solo
foi avaliado em um terceiro estudo, realizado em
casa de vegetacao.

Estudo 1 - Tolerancia de Bradyrhizobium sp.
a herbicidas: foi avaliada in vitro pelo método
da placa inclinada (SZYBALSKI, 1952). As pla-
cas de Petri foram inclinadas e, posteriormente,
receberam 20 mL de meio LMA
(SOMASEGARAM e HOBEN, 1985). Apos a
solidificagdo dessa camada de meio de cultura, a
placa foi disposta horizontalmente, recebendo, a
seguir, 20 mL de meio LMA contendo o herbicida
a ser estudado. O processo de difusdo do produto
para a camada inferior possibilitou a formagao de
um gradiente de concentra¢ao na placa. Nesse estu-
do, foram utilizados os herbicidas atrazina e glifosato,
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adicionados ao meio LMA na concentragio de
1 000 pL/L.

Em cada placa, foram inoculadas cinco estir-
pes. A inoculagio foi feita, com o auxilio de alga
de platina, no sentido da menor para a maior con-
centragio. As placas foram incubadas por oito dias
a 28 °C, realizando-se a avaliagfo visual ap6s esse
periodo. Foram consideradas resistentes as estir-
pes que cresceram até o extremo da placa com
maior concentragio, moderadamente resistentes
as que cresceram até a metade da placa e sensi-
veis as que apresentaram crescimento apenas no
setor com menor concentragiio de herbicida.

Estudo 2 - Tolerincia de estirpes de
Bradyrhizobium a concentragdes extremas de
herbicidas: as 15 estirpes de Bradyrhizobium
foram testadas quanto a sua tolerancia a concen-
tragdes extremas de herbicidas. Nesse estudo fo-
ram utilizados os herbicidas trifluralina (44,5 %
de ingrediente ativo), glifosato (48 % i. a.),
imazaquin (15 %i. a.), atrazina (50 % 1. a.), alaclor
(48 % 1. a.), metolacloro (72 % i. a.), metribuzin
(48 % i. a.) e linuron (50 % i. a.), todos em suas
formulagdes comerciais. Os tratamentos consis-
tiram na adi¢ao de cada herbicida, em doses cres-
centes, a placas de Petri contendo meio LMA
s6lido. Aplicaram-se as doses de 50, 100, 200,
500, 1 000, 2 000 ¢ 3 000 uL/L., com duas repeti-
¢Oes por tratamento. ApGs um periodo de oito dias
de incubagio a 28 °C, verificou-se o crescimento
ou nio do nzébio na placa.

Estudo 3 - Efeito de herbicidas sobre as
populacdes de Bradyrhizobium sp. do solo: o
efeito da aplicagio de herbicidas sobre popula-
¢Oes estabelecidas de Bradyrhizobiwm foi avalia-
do pelo método de diluigiio ¢ infecgdo em plantas
e estimativa do nimero mais provavel (NMP)
(SOMASEGARAM ¢ HOBEN, 1985).

Foram avaliadas as populagdes de rizébio das
estirpes recomendadas SEMIA 587 (B. elkanii) ¢
SEMIA 5079 (B. japonicum), estabelecidas no
solo de vasos que haviam sido utilizados em um ex-
perimento anterior para o cultivo de soja. As estir-
pes haviam sido inoculadas, em vasos distintos, a
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um Argissolo Vermelho-Amarelo, originalmente isen-
to de rizébios capazes de nodular soja. Os trata-
mentos usados consistiram da aplicagfo do herbicida
imazaquin ou do metolacloro, nas doses recomen-
dada (1x) e cinco vezes maior (5x), aos vasos com
populagiio estabelecida de cada uma das estirpes.
Como testemunha, utilizaram-se vasos sem a aplica-
¢do dos herbicidas. O experimento foi conduzido sob
um delincamento experimental completamente
casualizado, com (r€s repeti¢Ges para cada tratamen-
to.

As sementes de s0ja, utilizadas para avaliar a
infeccio em plantas, foram desinfestadas com
dicool 90% por 2 minutos e bicloreto de merci-
110 0,1% (p/v) pelo mesmo tempo, sendo feitas
seis lavagens posteriores com dgua destilada es-
téril. As sementes foram postas a germinar em
papel germitest em estufa a 26 °C, até a obtengiio
de plintulas. Essas foram dispostas duas a duas
em bolsas de polietileno contendo papel germitest
¢ 150 mL de solugdo nutritiva sem nitrogénio
(SPECHT et al., 1956). As bolsas foram ordena-
das em estantes de madeira com suportes de ara-
me.

A coleta das amostras de solo dos vasos para a
realizagiio das diluigdes ocorreu 15 dias apés a
aplicagio dos herbicidas. Com o auxilio de uma
espdtula, retiraram-se, de cada vaso, 100 g de solo
a 20 cm de profundidade. A partir dessas amos-
tras, foram coletadas sub-amostras de 10 g, as
quais foram diluidas em série decimal, com di-
luigdes entre 107 e 104, Aliquotas de 1,0 mL de
cada dilui¢do foram inoculadas em cada bolsa, 5
dias apds a colocagio das plintulas. O teste do
NMP foi realizado com quatro repeligdes por di-
luigio.

Como conirole, foram usadas bolsas com
plantulas ndio inoculadas ¢ outras inoculadas com
as estirpes SEMIA 587 ¢ SEMIA 5079. Ap6s a
primeira rega, a solugdo nutritiva foi utilizada com
50% de sua concentragao.

As estantes foram colocadas em casa de vegeta-
¢iio ¢ a avaliagao efetuada apds 45 dias, sendo
verificada a presenga ou auséncia de nodulagio.
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A estimativa da populagio de Bradyrhizobium fot
feita com o uso da tabela de Fisher e Yates
(SOMASEGARAM e HOBEN, 1985) a partir do
ndmero de amostras posilivas para a presenga de
nodulos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Estudo 1 - Toleriincia de Bradyrhizobium sp.
a herbicidas: a avaliagiio realizada pelo método
da placa inclinada indicou uma grande variagio
na sensibilidade das 15 estirpes aos herbicidas
(Tabela 1). Apenas a estirpe SEMIA 5069 cres-
ceu até a maior concentragao nos dois herbicidas,
Por outro lado, as estirpes SEMIA 5020, SEMIA
5070, SEMIA 5072 e SEMIA 5074 cresceram
apenas na regido com menor concentragio nos
gradientes, tendo sido sensiveis aos dois
herbicidas. J4 as estirpes SEMIA 527 e SEMIA
5025 apresentaram resisténcia a atrazina e sensi-
bilidade a glifosato, enquanto a estirpe SEMIA
5073 apresentou um comportamento inverso.

Resultados semelhantes foram obtidos por
ROSLYCKY (1985), que observou diferengas na
tolerdncia a doses de paraquat entre estirpes de
Bradyrhizobiunm. A variabilidade na toleriincia de
rizobios a compostos xenobidticos pode estar
associada a caracteristicas genéticas intrinsecas
acadaestimpe (MALLIK e TESFALI, 1983) ou pode
ser desenvolvida a partir da exposigiio a algum
composto, induzindo a formagdo de mutantes
resistentes (ROSLYCKY, 1985). A formagio de
mutantes que apresentam resisténcia mualtipla a
metais, antibidticos e compostos orginicos esta,
geralmente, associada a plasmideos (AHMAD et
al., 2001). :

A tolerdncia de algumas estirpes a atrazina
também pode ser devida & decomposiciio da mo-
lécula por parte dos rizébios. Algumas espécies
de Rhizobium (BOUQUARD et al., 1997) ¢ de
Agrobacterium (STRUTHERS et al., 1998), géne-
108 proximos ao Bradyrhizobium, mostraram-se
capazes de degradar a molécula de atrazina. Consi-
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derando-se que os genes que codificam as enzimas
responsdveis pelas diversas etapas da degradacio
de atrazina encontram-se distribuidos em diversos
géneros e espécies (BOUQUARD et al., 1997), é
possivel que haja ao menos algumas estirpes de
Bradyrhizobium capazes de proceder a degrada-
¢do do herbicida.

O herbicida glifosato, por sua vez, inibe a sintese
de aminodcidos aromaticos, tendo, portanto, a sua
acdo revertida pela adigio de tais aminodcidos ao
Tabela 1 . Avalia¢do da toleriincia de estirpes de
Bradyrhizobinm sp. aos herbicidas glifosato ¢
atrazina pelo método da placa inclinada

Herbicidas
Estirpes
Glifosato Alrazina
-------- 1000 ul/L -mmemeee

SEMIA 527 | Sl | R |
SEMIA 566 Sl | MR| 1
SEMIA 586 MR]... |  R] I
SEMIA 587 Ri | MR | |
SEMIA 5019 R| | MRI... _ |
SEMIA 5020 S| [ Sl |
SEMIA 5025 Sl |  R] |
SEMIA 5039 S | MR.. __ |
SEMIA 5061 R} ‘| MRL. |
SEMIA 5069 R | R |
SEMIA 5070 S | Sl |
SEMIA 5072 Sl | S|, |
SEMIA 5073 R| | Sl |
SEMIA 5074 = | S| [
SEMIA 5079 MR|. | MR]... |

R | = Resistente: crescimento em todo o gradiente:

MR |, .. .——| = Moderudamente resistente: erescimento wé u metade do

gradiente:
S 1. | = Seasivel: crescimenta na infcio do gradiente.
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meio (PLINE et al., 2001), O extrato de levedura,
presente no meio LMA, poderia, em alguns casos,
ter suprido os rizébios com os aminoacidos neces-
sarios, revertendo a agio do glifosato (MOORMAN,
19806).

O método da placa inclinada, apesar de seu
uso tradicional, mostrou-se problematico em vi-
rios aspectos de ordem pritica. A formacio de
gradientes de concentragiio homogéneos entre as
placas pode ser prejudicada por irregularidades
no formato das placas, pela maneira como as ca-
madas de meio de cultura sdo adicionadas ou pela
taxa de difusio do herbicida no meio, o que pode
interferir nos resuitados obtidos. Além disso, a
avaliacio visual, com atribuigdo de classes, € sub-
jetiva, pois considera, como indicativo de cresci-
mento, o resultado da multiplicagiio celular so-
mado com a produ¢io de goma (TRANNIN et
al., 2001). Outro inconveniente do método € 0
fato de ndo definir com exatiddo a concentragdo
tolerada pela estirpe.

Estudo 2 - Tolerancia de estirpes de
Bradyrhizobium a concentracoes extremas de
herbicidas: a exemplo do verificado no estudo
anterior, houve uma grande variabilidade entre
as estirpes em relacdo a tolerdncia aos oito
herbicidas. (Figura 1). A estirpe SEMIA 5074
mostrou-se bastante sensivel aos herbicidas, tal
como indicava o método da placa inclinada. Essa
estirpe, juntamente com a SEMIA 5039, geral-
mente cresceu em doses mais baixas do que a
maioria das estirpes.

Nesse segundo estudo, no entanto, nao foi con-
firmada a tolerincia das estirpes SEMIA 587,
SEMIA 5019 e SEMIA 5069 a doses elevadas do
herbicida glifosato. Dentre essas, a estirpe SEMIA
587 foi a que apresentou maior tolerfincia, cres-
cendo até a dose de 500 mL/L, metade da con-
centragdo méaxima utilizada no estudo anterior.
Apenas SEMIA 5061 e SEMIA 5073 confirma-
ram a tolerdncia ao herbicida, crescendo até as
concentragdes de 3 000 e 2 000 pL/L, respectiva-
mente. Tais diferengas entre os dois métodos néo
foram tdo evidentes para o herbicida atrazina. Isso
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parece indicar que, no método da placa inclinada,
h4 uma maior dificuldade na formagao de gradien-
tes de concentragiio do herbicida glifosato, possi-
velmente em fungfio de suas caracteristicas de di-
fusdo no meio. As estirpes SEMIA 5019, SEMIA
586, SEMIA 587 ¢ SEMIA 5061 mostraram-se
as mais tolerantes, sendo que as trés ltimas apre-
sentaram crescimento em todos os herbicidas. A
estirpe SEMIA 5019 ndo apresentou crescimento
apenas no meio contendo glifosato.

Pode-se perceber que as estirpes recomendadas
SEMIA 587, SEMIA 5019 e SEMIA 5079
apresentaram tolerincia elevada a herbicidas
comumente utilizados na cultura da soja, como
trifluralina e imazaquin, tendo crescido pelo menos
até a concentragio 2 000 uL/L desses herbicidas.
No entanto, quando expostas ac herbicida alaclor,
o qual também € comumente utilizado na cultura da
soja, as estirpes SEMIA 587 ¢ SEMIA 5019
apresentaram tolerdncia apenas até a dose de 200
uL/L, enquanto a SEMIA 5079 ndo apresentou
crescimento mesmo na dose mais baixa. Esse
resultado indica a necessidade de cautela no uso
desse herbicida, embora a concentragiio tolerada
pelas estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 tenha
sido mais elevada do que as que normalmente
ocorrem no solo.

Dentre os herbicidas estudados, metolacloro
apresentou o maior grau de toxidez, seguido, na
ordem, por alaclor, metribuzin, glifosato, atrazina,
trifluralina e imazaquin. O efeito téxico do
metolacloro impede a divisdo celular ¢ o cresci-
mento dos microrganismos, em fungao de sua agao
sobre a sintese protéica, a atividade enzimdticae a
eficiénciarespiratéria (ECHEVERRIGARAY etal.,
1999). No caso do metolacloro, 0 bloqueio da sin-
tese protéica ndo pode ser revertido pela adi¢ao
de aminoacidos ou pela utilizagdo do extrato de le-
vedura, como ocorre comn o glifosato, uma vez que
o herbicida impede a absor¢do dos aminodcidos, e
ndo a suwa incorporagdo a proteina
{ECHEVERRIGARAY et al., 1999).

A observagio de que os herbicidas derivados de
amidas e acetanilidas, metolacloro e alaclor, foram
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Figura 1 . Tolerncia das estirpes de Bradyrhizobium sp. SEMIA 527 SEMIA 566, SEMIA 586, SEMIA 587, SEMIA 5019,
SEMIA 5020, SEMIA 5025, SEMIA 5039 (a), SEMIA 5061, SEMIA 5069, SEMIA 5070, SEMIA 5072, SEMIA 5073,
SEMIA 5074 ¢ SEMIA 5079 (b) a herbicidas em diferentes concentragdes, avaliada por crescimento ent meio de
cultura levedura-manitol-dgar
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os mais toxicos difere dos resultados obtidos por
MALLIK e TESFAI (1983). Os autores encontra-
ram maior efeito téxico de trifluralina sobre
Bradyrhizobium japonicum, em comparagdo com
alaclor. Esses resultados divergentes podem ser devi-
dos as estirpes diferentes utilizadas nos experimentos
ou ametodologia empregada. Aqueles autores medi-
ram o halo de inibi¢io em meio sélido, método que
pode ser influenciado pela solubilidade do herbicida,
influindo na concentragio de herbicida que entraem
contato com o rizabio. O herbicida trifluralina, usado
pelos autores, pode ter se difundido mais através do
meio de cultura do que o alaclor, produzindo um halo
de imbigiio maior, sem ser, contudo, mais téxico.

Estudo 3 - efeito de herbicidas sobre as po-
pulacdes de Bradyrhizobium sp. do solo: Os re-
sultados de contagem do namero de células de B.
Japonicum das estirpes SEMIA 587 ¢ SEMIA
5079, em solo submetido & aplicagdo de
herbicidas em diferentes doses, obtidos pelo mé-
todo de infecg@o em plantas, podem ser observa-
dos na Tabela 2. Nenhuma das causas de varta-
¢o estudadas apresentou efeito significativo, pelo
teste F, ao nivel de probabilidade de 5%.

A aplicagio dos herbicidas, mesmo em uma
dose cinco vezes superior 4 recomendada, nao
afetou significativamenie a populagdo das duas
estirpes. Nem mesmo o herbicida metolacloro,
que havia apresentado o maior grau de toxidez
quando aplicado em doses crescentes em meio
de cultura, mostrou efeito sobre as populages
de rizébios. Diversos autores obtiveram resulta-
dos semelhantes em experimentos de campo, nos
quais ndio foram constatadas alteragfes nas po-
pulagdes de rizébios no solo (KAPUSTA e
ROUWENHORST, 1973; KOOPMAN et al.
1995; SINGH e WRIGHT, 2002). Por outro lado,
MOORMAN (1986) encontrou redugao significati-
va na populagio do rizébio com a aplicagio de
Dinoseb em dose equivalente a dez vezes areco-
mendada, demonstrando que alguns principios ati-
vos de herbicidas apresentam efeito toxico.

As diferengas observadas entre os experimentos
em laboratério e os de campo tem sido atribuidas as
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Tabhela 2 . Populacdes de estirpes de Bradyrhizobiim sp. em
solo com aplicacdo dos herbicidas metolacloro ¢
imazaquin em duas doses. Médias de trés
repeticbes

Estirpes

Doses

Herbicidas Uha Semia 587 Semia 5079
log ,, N° células/g sole

Testemunha Zero 2,32 2,58
Imazaquin 1,0 (1) 2,15 2,31

5,0 (5x) 2,24 2,25
Metolacloro 3,0 (1x) 2,33 2,40

15,0 {5x} 2,15 1,82

interagdes que ocorrem entre as moléculas dos
herbicidas e o solo. No solo, ao contrrio do ocor-
rido em experimentos in virro, o herbicida esta su-
jeito a dissipac@o por meio dos processos de
fotodegradagio, volatilizagio, lixiviagdo, adsor¢io,
degradag@o quimica e degradagio bioldgica
(JAVARONI et al., 1999). Além disso, as doses
aplicadas no solo, mesmo quando acima das reco-
mendadas, s3o significativamente menores do que
as concentragdes capazes de inibir os rizébios em
meio de cultura (KAPUSTA e ROUWENHORST,
1973; SINGH e WRIGHT, 2002).

No presente experimento, a aplicagiio superficial
do herbicida pode ter afetado mais intensamente a
populagio de rizébios préxima a superficie, possibi-
litando, em camadas subsuperficiais, uma sobrevi-
véncia de rizébios suficiente para recompor a popu-
lagdo em um nivel capaz de garantir a nodulagio.
Além disso, os herbicidas sofrem processos de de-
gradacio fisico-quimicos logo apds a aplicagio ao
solo, reduzindo a concentragiio do composto que
entra em contato cotn o rizobio. Processos como a
degradagio dos herbicidas por parte da microbiota
do solo (KAPUSTA ¢e ROUWENHORST, 1973)
ou a fotodecomposi¢do do herbicida Imazaquin, a
partir da ag@o da luz ultra-violeta (BASFIAM ¢
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LAVY, 1986), por exemplo, pode ter reduzido a
concentrag¢do do produto, atenuando o efeito sobre
0 rizébio.

CONCLUSOES

A avaliagiio da tolerincia de estirpes de
Bradyrhizobium sp. a herbicidas € influenciada pela
metodologia empregada, sendo o método da placa
inclinada mais limitado do que a adigéo de doses
crescentes de herbicida em meio de cultura sélido.

Dentre as estirpes avaliadas, SEMIA 586,
SEMIA 587, SEMIA 5019 e SEMIA 5061 s&o as
mais tolerantes, enquanto SEMIA 5039 ¢ SEMIA
5074 sdio as mais sensiveis aos herbicidas utili-
zados.

Os herbicidas metolacloro e imazaquin apre-
sentam, respectivamente, © maior e 0 menor grau
de toxidez para as estirpes de Bradyrhizobium. A
aplicagdo desses dois herbicidas, mesmo em uma
dose cinco vezes superior i recomendada, ndo
afeta a densidade populacional das estirpes reco-
mendadas SEMIA 587 e SEMIA 5079 previamen-
te estabelecidas no solo.
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