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RESUMO - Objetivando determinar as condigdes ideais para sobrevivéncia do Bradyrhizobium
sp. em substratos alternativos (Diatomita, p6-de-coco, vinhaga seca, composto urbano, vermicu-
lita- € turfa) submetidos a diferentes potenciais matriciais ({ym de -0,33, -1,00 e -3,00), foi con-
duzido um experimento utilizando-se a estirpe de Bradyrhizobium sp. UMKL 58, isolada de Cli-
toria ternatea L. na Maldsia (NIFTAL). A avaliagio das células vidveis (NCV) foi feita pela so-
brevivéncia da estirpe nos diferentes materiais, utilizando os métodos de dilui¢fo e contagem em
placas e o de infecglio em plantas, com amostragens nos intervalos de 0; 12; 30; 60; 90; 120; 150;
180 e 240 dias apds a inoculagio. Os menores polenciais matriciais favoreceram ¢ crescimento e
a sobrevivéncia da bactéria, ao contrédrio do potencial elevado (-0,33 bar). A viabilidade da
bactéria diferiu em relagiio aos substratos, € o desempenho foi consistente tanto na contagem
em placas como na infecgfo em plantas. A diatomita foi compardvel a turfa (veiculo convencio-
nal), ¢ quando avaliada em relacdo ao potencial matricial de -3,00 bar, a bactéria apresentou
methor sobrevivéncia, atingindo uma populagfio de 3,6 x 10° células/g de inoculante aos seis me-
ses de armazenamento.

Termos para indexagdo: veiculo do inoculante, Clitoria ternatea, cunh, fixagso do N,.

SURVIVAL OF BRADYRHIZOBIUM SP.
IN ALTERNATIVE LEGUME INOCULANT CARRIERS

ABSTRACT - To evaluate the survival of Bradyrhizobium sp. grown in alternative legume
inoculant carriers (diatomaceous earth, powdered coconut fiber, dry vinasse, urban waste
compost, vermiculite and peat) submitted to different matric water potential ( m = -0,33, -1,00
e 3,00 bar), an experiment was cartied out using the Bradyrhizobium sp. (Clitoria) strain
UMKL 58 (Malasia-NIFTAL). Survivals of bacteria were estimated by the number of viable
cells using plate counting and plant infection techniques. Samples were taken from the different
treatments at intervals of 0; 12; 30; 60; 90; 120; 150; 180 and 240 days during incubation. Lower
mairic water potentials increased growth and survival of Bradyrhizobium sp. as compared with
-0,33 bar. Strain viability in the inoculant differed for each carrier, consistent in both plate count
and plant infection techniques. Diatomaceous earth was similar to peat (usual carrier on
commercial legume inoculant), and evaluated on -3,00 bar showed the best survival (microbial
density of 3,6 x 10° viable cells per gram of inoculant), after six months of storage at 5°C.

Index terms: inoculant carrier, Cliforia ternatea, nitrogen fixation.
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Pesquisa Agropecudria. do Estado de Alagoas S/A - As leguminosas tém ao seu dispor duas fon-
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tes, ¢ um dos problemas para a elaboragio de
inoculantes € a escassa disponibilidade de mate-
riais aptos para uso como vefculo. A maioria
dos inoculantes disponiveis no mercado usa a
tutfa como substrato para o crescimento da
bactéria, devido ao seu alto teor de matéria
orgénica, por apresentar alta capacidade de re-
tenglo de dgua ¢ pela sua facil aquisi¢io.

Estas caracteristicas propiciam uma rdpida
proliferagéo ¢ maior longevidade da bactéria in-
troduzida, permitindo sua sobrevivéncia duran-
te virios meses com alta densidade populacio-
nal (Alvarez et al. 1970). A sobrevivéncia da
bactéria depende das caracteristicas fisicas,
quimicas ¢ biol6gicas do substrato, como
também da eficiéncia da estirpe empregada.

Os efeitos do conteddo de umidade para so-
brevivéncia devem ser considerados separada-
mente para inoculantes esterilizados e nio este-
rilizados, uma vez que existe uma interagio 6b-
via entre riz6bio € contaminantes em niveis es-
pecificos de umidade. O conteddo de umidade
de uma cultura tem efeito nas quantidades de
rizobio, ndo 56 o nivel inicial € critico, mas exis-
te uma relagdo bem definida entre a taxa de
morte ¢ a taxa de perda de dgua durante o ar-
mazenamento do inoculante (Roughley & Puls-
ford 1982). Na preparagéo do inoculante & es-
sencial que o conteddo de umidade seja apro-
priado para poder determinar um veiculo es-
pectfico. O limite ideal de umidade para o ino-
culante deve levar em consideragio o cresci-
mento bacterial ¢.0 maximo de populagio atin-
gida apds a mistura e a sobrevivéncia bacterial.

A presente pesquisa tem por objetivo deter-
minar a condigdo ideal de umidade para a so-
brevivéncia do Bradyrhizobium em diferentes
substratos.

MATERIAL E METODOS

As origens dos substratos usados foram: Diatomita
(Carro Quebrado-RNY); composto urbano (aterro sa-
nitdrio da usina de tratamento de lixo-da cidade do
Recife, Curado, PE); vinhaca seca (Usina Estreliana,
Ribeirdo Preto, PE); vermiculita expandida (Eucatex
S/A, Sao Paulo); Poé-decoco (PLANALSUCAR,
Carpina-PE) ¢ Turfa (CNPBS - Km 47, Ric de Janei-
ro).
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Estes materiais foram secados ao ar e passados em
peneira de 200 mesh (0,074 mm). A seguir, proce-
deu-se s andlises fisicas, segundo a metodologia pre-
conizada pela EMBRAPA (1979), e quimicas, de
acordo com a metodologia do Ministério da Agricul-
tura (Brasil 1983). Os resultados sdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2.

O pH dos diferentes materiais foi corrigido para
6,8 a 7,0, através da adigfio de carbonato de cdlcio, pa-
ra os substratos dcidos, e de 4cido cltrico para os alca-
linos.

O volume de caldo acrescentado foi uniforme para
todos os substratos, baseando-se como padréo os cdl-
culos de menor potencial matricial (-3,00 bar), indica-
do para o composto urbano. A complementagio para
08 demais potenciais foi procedida pela adigfo de meio
(extrato de levedura-manitol) YEM liguido, de acordo
com a retengio de cada material, para propotcionar as
mesmas condigbes aos diferentes substratos.

Para cada amostra acondicionada em saco de poli-
propileno (espessura 0,05 mm), com 40g de material
por pacote de inoculante, foi injetado assepticamente,
por seringa hipodérmica esterilizada, a quantidade de
caldo e de meio YEM. Imediatamente apds a inocu-
lagdo procedeu-se 3 limpeza com 4lcool no lecal ao
redor da perfuragfo, vedando-se em seguida com fita
adesiva esterilizada (Roughley 1970 e Date 1976), e
logo apés, os pacotes foram armazenados a 5°C.

Foram efetuadas contagens em piacas nos perfodos
de 0; 12; 30; 60; 90; 120; 150; 180 e 240 dias apSs a
inoculagfio, utilizando o meio YEMA com vermelho
congo, corrigindo o pH para 6,8 e autoclavando a
1250C por 20 minutos. Apds a autoclavagem, adicio-
nou-s¢ uma solugdio contendo cicloheximida na con-
centragio de 50 ppm, esterilizada por filtragio com
membrana com poros 0,45 mm de didmetro (Millipo-
re Corporation, Bedford, Massachussets).

As diluigbes e infecgio em plantas (Vincent 1970)
foram efetuadas no perfodo de 30 e 240 dias em ca-
mara de crescimento, utilizando como planta teste a
cunhé (Clitoria ternatea L.), sendo as sementes escari-
ficadas com dcido sulfirico concentrado (Zaroug &
Munns 1980).

O delineamento experimental usado foi o inteira-
mente casualizado, com trés fatores (tempo, potencial
matticial e substratos), com duas repetigies ¢ 0ito su-
bamostragens. Foram calculados indices de corre-
lagdo, bem como modelos de regressao do tipo linear
simples para se obter informagdes sobre o grau de as-
sociagdo entre os métodos do nimerc mais provével
(NMP) ¢ o de placas.
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TABELA 1. Anilise fisica dos substratos usados e seus respectivos potenciais matriciais (Jym).
Y m (bar) Anélise fisica
Substrato
010 933 050 -100 300 -500 -1000 -1500 Ur* dr** da***
g/cm’ B glcm3 ------
P6-de-coco 2,93 1,31 1,22 0,98 0,81 0,78 0,74 0,70 0,19 1,22 0,81
Turta 1,91 1,08 0,82 Q.76 0,67 0,65 0,62 0,57 0,16 1,49 0,49
Diatomita 1,61 1,50 1,40 1,15 0,68 041 0,35 0,31 0,07 1,80 0,32
Vermiculita 1,20 1,09 0,82 0,55 0,35 0,27 0,23 0,18 0,07 2,23 0,59
Vinhaca seca 0,73 0,60 0,51 0,43 0,28 0,25 0,23 0,21 0,06 2,07 0,91
Comp. urbanc 0,58 0,54 0,41 0,35 0,24 0,18 0,16 0,15 0,04 2,26 1,11
Ur* = Umidade residual
dr** = Densidade real
da**+* = Densidade aparente
TABELA 2. Anflise quimica dos substratos.
Anélise quimica
Amostra
pH(HO) N PO, K0 Ca Mg M.O. Cinza (o} CE
- 1:10 -- % mS/cm
Pé-de-coco 54 0,68 0,66 1,78 1,68 2,22 5948 2580 3450 4,60
Turfa 48 1,54 0,10 0,08 4,89 1,61 70,00 1593 40,71 081
Diatomita 43 0,49 0,66 0,04 0,45 0,54 1899 76,03 1101 0,12
Vermiculita 9,1 0,68 0,08 039 16,27 4,63 390 87,67 226 0,19
Vinhaga seca 6,8 1,20 0,82 0,36 0,84 1,61 2586 6988 22,34 1,17
Comp. urbano 7.2 049 @ 062 0,11 337 1,01 1549 79,72 898 0,21
RESULTADOS E DISCUSSAQ Para o intervalo de potencial compreendido en-

Na Fig. 1 sdo mostradas as curvas caracteris-
ticas de retengiio de dgua para cada substrato
utilizado. Observou-se¢ que 4 medida que o po-
tencial matricial se tornou mais negativo (abai-
xo de -5,00 bar), a variagdo do teor de umidade
para cada substrato foi insignificante. O teor de
umidade dos substratos variou grandemente en-
ire -0,33 ¢ -3,00 bar. Dessa forma os estudos de
sobrevivéncia foram feitos a potenciais matri-
ciais de -0,33, -1,00 ¢ -3,00 bar. Todavia, na pa-
dronizacio da granulometria dos substratos ve-
rificou-se que ocorreu uma grande variagio no
teor de umidade para semelhantes potenciais,
dadas as caracterfsticas prdprias dos materiais.

tre -0,33 e -5,00 bar, a capacidade de retengio
aumentou na seqi€ncia seguinte: composto ur-
bano, vinhaga seca, vermiculita, turfa ¢ p6-de-
coco. O substrato diatomita teve um compor-
tamento diferenciado, apresentando alta re-
tengdo 2 baixa tensdo (potencial elevado), con-
seguindo ainda manté-lo superior aos trés pri-
meiros substratos na faixa estudada. Portanto,
torna-s¢ bastante importante relacionar a so-
brevivéncia da bactéria com a energia da dgua
retida no substrato, € ndo com o teor de umida-
de, que varia de substrato para substrato.

A Fig. 2 mostra o resultado do efeito dos ni-
veis de potencial matricial no logaritmo do nd-
mero de células vidveis (NCV) em relagio ao
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FIG. 1. Curvas caracteristicas de umidade dos substratos.

substrato. Independentemente do nivel de po-
tencial matricial,.03 substratos turfa e diatomita
apresentaram NCV estatisticamente superiores
aos demais. O melhor nivel de potencial matri-
cial ccorreu a -1,00 bar, exceto para a diatomita
e 0 po-de-coco, onde o0 NCV foi maior a0 po-
tencial de -3,00 bar. Observa-s¢ que a potencia-
lidade da diatomita, quando estudada em seu
melhor nivel de potencial matricial, foi superior
a turfa.

A Fig. 3 mostra o NCV nos trés potenciais
estudados nos respectivos intervalos de tempo,
¢ observa-se que, com €xce¢ao do tempo zero, o
NCV cresceu inversamente a0 potencial matri-
cial ao longo do perfodo estudado. Possivel-
mente, os baixos valores de NCV no potencial
40,33 bar deve-se ao fato de que este potencial
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apresenta um maior conteido de umidade, que
de certa forma prejudicou as trocas gasosas ne-
cessdrias aos microrganismos aerébios, resulta-
dos concordantes com os obtidos por Thomp-
son {1980) ¢ Date (1976).

A Fig. 4 mostra o estudo da sobrevivéncia da
bactéria nos seis substratos usados, abrangendo
um perfodo de 240 dias ap6s a mistura do ind-
culo, com interagio significativa. A primeira
contagem t=0, permitiu avaliar a capacidade de
adsorgio bacteriana de cada substrato com base
na recuperagio, avaliada pelo mimero obtido
na contagem do inoculante € o nimero de célu-
las adicionais por grama de inoculante. Dos
substratos estudados, o p6-de-coco € a vermicu-
lita apresentaram um ligeiro declinio popula-
cional aos 30 dias, que pode ser explicado pro-
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FIG. 3. Efeito do potencial matricial na sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. nos substratos
alternativos em diferentes intervalos de tempo.
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FIG. 4. Efeito do tempo na sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. nos diferentes substratos al-
ternativos, em fungio do potencial matricial,

vavelmente pela presenga de alguns microrga-
nismos antag6nicos, identificados como Penicil-
lium e Cladosporium.

Trabalhos realizados por Roughley &
Vincent (1967) e Burton (1981) comentam que,
dependendo da caracteristica dos veiculos, tan-
to valores altos como baixos de umidade podem
interferir na populagiio antagénica pela compe-
tigio de nutrientes, porém a nfveis mais baixos
sdo menos favorecidos.

Existe uma relagio bem definida entre a taxa
de morte da bactéria e a taxa de perda de dgua
durante o armazenamento. Tal perda pode
ocorrer também quando os veiculos sdo arma-
zenados sob refrigeragdo, em algumas embala-
gens (Vincent 1980). Os cdlculos da taxa de
mortalidade semanal foram feitos com o uso da
formula k = (1/t x B/b), onde B € b 530 os nii-
meros iniciais e finais de células em logaritmo,
por contagem no tempo t, EXpresso em sema-
nas. Estes cdlculos, efetuados com 90 a 240 dias,
registraram o nimero maximo para cada vefcu-
lo, € a sua respectiva perda de viabilidade bacte-
riana, onde k=0,0535 para o potencial matricial
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de -0,33 bar; k=0,0532 para -1,00 bar e k=0,533
para -3,00 bar. Esses valores estdo proximos aos
observados por Lopes & Giardini (1977) traba-
Ihando com Rhizobium leguminosarum bv. pha-
seoli em turfa esterilizada, enquanto Freire &
Jones (1963) observaram decréscimos gradati-
vos € maiores em Bradyrhizobium japonicum.
Trabalhos realizados na Austrdlia por Roughley
& Vincent (1967) conclufram que a taxa de
mortalidade da estirpe em inoculantes, depende
das espécies. Steinborn & Roughley, citados
por Roughley (1976) observaram que o poten-
cial de dgua ideal para a maioria das estirpes de
Rhizobium localiza-se a pF 3,9 (aproximada-
mente -7,9 bar).

O teor de umidade dos inoculantes, determi-
nado por ocasiio da primeira e da dltima amos-
tragem foi calculado ém relagio aos substratos
estudados, com perdas variando entre 0,30 a
0,97%. (Tabela 3). Foi observado que umidade
acima de 50% e abaixo de 30% promoveu per-
das mais elevadas. Roughley & Vincent (1967)
demonstraram que o nivel de umidade afetou o
tempo de armazenamento do inoculante turfo-
so nos limites de 30% e 60% na base de peso de
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TABELA 3. Teor de umidade inicial e final na sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. submetidos a diferentes

potenciais matriciais nos substratos.

PSU!

(85 PSU? U

Perda de
Tratamento vm ® % @® % umidade
Inicial Final %
0,33 83,20 51,92 82,40 51,45 0,47
Turfa -1,00 70,40 43,18 69,80 42,69 0,49
-3,00 66,80 40,11 66,13 39,51 0,60
033 92,40 56,70 91,30 56,18 0,52
P6-de-coco -1,00 79,20 50,00 78,80 49,23 0,77
-3,00 72,40 44,75 71,16 43,78 0,97
0,33 100,00 60,00 98,10 59,22 0,78
Diatomita -1,00 86,00 53,48 84,40 52,60 0,88
-3,00 67,20 40,47 66,20 39,57 0,90
0,33 83,60 52,15 82,00 51,21 0,94
Vermiculita -1,00 62,00 35,48 61,30 34,74 0,74
-3,00 54,00 25,92 53,50 25,23 0,67
0,33 64,00 37,50 63,70 37,20 0,30
Vinhaga seca -1,00 57,20 30,06 56,50 29,20 0,86
3,00 51,20 21,87 50,70 21,10 o1
033 61,60 35,06 61,04 34,46 0,60
Composto urbano -1,00 54,00 2592 53,57 2533 0,59
-3,00 49,60 19,35 49.05 18,45 0,90

! Peso do substrato Gmido (tempo = 0) )
2 Peso do substrato Gmido (tempo = 240 dias)
® Percentagem de umidade com base no peso imido

material Gmido.

No estudo do tempo em relagido ap substrato
(Fig. 4), o intervalo de 60 a 180 dias ndo apre-
sentou diferenga significativa pelo teste de Tu-
key (P < 0,05) no NCV entre os substratos tur-
fa, diatomita e po-de-coco no intervalo 90 a 150
dias; vermiculita no intervalo entre 90 a 120
dias; vinhaga entre 60 ¢ 90 dias e composto ur-
bano entre 60 € 120 dias.

O maior niimero de bactérias para todos os
substratos ocorreu aos 90 dias, sendo este con-
siderade o ponto méiximo de crescimento. Os
resultados apresentados estao de acordo com os
obtides por Date (1976), ao estudar a sobre-
vivéncia de Rhizobium meliloti em turfa estéril,

tendo o autor encontrado a maior densidade
populacional aos trés meses de incubagio, em
condigOes similares de armazenagem.

Pode-se verificar, na Fig. 5, a comparagio
das estimativas de uma quantidade de inoculan-
te, baseada na contagem em placas, onde as ¢s-
timativas foram comparadas por ambas as leitu-
ras na mesma série de dilui¢do. A diferenca en-
tre as duas estimativas estd dentro dos 95% de
confiabilidade (T 0,82) do método da infecgao
de plantas. O coeficiente de correlagio
(r=0,971) indicou alta significincia entre NMP
€ placas no periodo de armazenagem de 30 dias.

Em geral, a contagem pela infecgdo em plan-
tas subestimou a quantidade de bactérias vid-

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 27(11):1497-1506, nov. 1992
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tes substratos, em fungiio do potencial ma-
tricial armazenados 30 dias.

a 82

veis, quando comparado com o método de di-
luigio e contagem em placas. Resultados simi-
lares foram encontrados por Date & Vincent
(1962), Hiltbold et al. (1980) e Kremer & Pe-
terson (1982), que verificaram diminuigio da
contagem pelo método em relagho ao método
da contagem em placas. Brockwell (1963) estu-
dou a precisfio do método do NMP ¢ as estima-
tivas oscilaram entre 89 e 1319 das avaliadas
pelo método de contagem em placas.

91
Y= 52,2005+ 1,1752x

" r: 0,683

o #: 0,467

= 8.
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LOE DO NMP

M. DO V.B. FIGUEIREDO et al.

Na avaliagio da populagio bacteriana dos
vefculos pelos métodos da diluicdo e infecgdo
em plantas € da contagem em placas, armaze-
nados durante 240 dias (Fig. 6), foi observada
correlagiio relativamente baixa (r=0,683), ape-
sar de apresentar alta significAncia (P < 0,01).
Porém, analisando o5 resultados na auséncia do
substrato pé-de-coco, onde houve uma grande
variagio entre os dois métodos, o coeficiente de
correlagio (r=0,900) foi significativo. Mais uma
vez a contagem pelo NMP subestimou a quan-
tidade de bactérias vidveis, porém dentro do li-
mite de confiabilidade. Com relagao ao substra-
to p6-de-coco, onde a contagem em placas ex-
cedeu a estimativa baseada pelo NMP, a nodu-
laglio foi prejudicada, indicando que algum fa-
tor interferiu na capacidade de infecgdo na
planta, devendo este material continuar a ser
estudado, visto que houve uma considerdvel
diminuicio no NCV, comprovada pelo coefi-
ciente de correlagio.

Weaver & Frederick (1972) encontraram em
duas insténcias valores baixos de NMP em e¢x-
perimentos com Bradyrhizobium japonicum, e
Date & Vincent (1962) tathbém encontraram
valores abaixo do limite de confiabilidade para
NMP em Medicago triguloides. Estes resultados
confirmaram que o substrato pd-de-coco, como
velculo de inoculagio, deve ser melhor estuda-
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FIG. 6. Correlaghio entre o niimero mais provéivel-NMP(Y) e contagem em placas(X) na sobrevivéncia do
Bradyrhizobium sp. nos diferentes substratos, em fungéo do potencial matricial armazenados 240

dias.
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do. Os demais substratos podem ser considera-
dos de boa gualidade, pois atendem aos requisi-
tos exigidos pela legislagio ¢ comercializagio de
insumos bioldgicos, pois sempre alcangaram,
nos perfodos de armazenamento, uma popu-
lagdo bacteriana acima de 107 células por grama
do inoculante.

CONCLUSOES

1. Os diferentes veiculos variaram na capaci-
dade de reter 4gua, e portanto o uso do concei-
to do potencial de dgua, representado pelo. po-
tencial matricial, é mais preciso do que o con-
teddo gravimétrico de umidade, visto que o mo-
vimento, absorgfio, evaporagdo e retengao, séo
fungbes da energia da 4gua no substrato.

2. O Bradyrhizabium sp. teve melhor sobre-
vivéncia no substrato diatomita quando subme-
tido a menor potencial matricial; porém, o cres-
cimento e sobrevivéncia da bactéria em todos os
veiculos, sob potencial matricial elevado foram
reduzidos, como conseqiiéncia do maior con-
tefido de umidade.

3. Com excegdo do pé-de-coco, 0s materiais
usados podem ser considerados de boa qualida-
de para uso na produgio de inoculante, pois
atendem aos requisitos exigidos pela legislagido
de insumos biolégicos.
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