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RESUMO - Foi determinada a sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. (Clitoria) em substratos
alternativos submetidos a duas formas de esterilizacido. Os substratos diatomita, p6-de-coco,
vermiculita, vinhaga seca e composto urbano foram comparados com o substrato convencio-
nal (turfa), usando-se a estirpe UMKL 58 (Maldsia (NIFTAL). A avaliagdo das c€lulas vid-
veis de Bradyrhizobium sp. foi feita nos diferentes materiais utilizados, através dos métodos
de diluigdio em placas ¢ infecgdo em plantas (cunhi - Clitoria ternatea L.). O efeito da esterili-
zagdo por autoclavagem ¢ radiacdo gama (5Mrad) foi avaliado em intervalos de 0, 12, 30, 60
e 90 dias. A turfa irradiada mostrou melhor crescimento ¢ sobrevivéncia da bactéria, sendo o
desempenho consistente em relagio aos dois métodos de avaliagio. A sobrevivéncia da bacté-
ria no substrato diatomita foi compardvel a turfa, como também, o seu efeito na nodulagiio ¢
crescimento das plantas. Os demais vefculos apresentaram resuitados inferiores, embora com
possibilidades de serem usados como substratos alternativos.

Termos para indexagéo: Clitoria ternatea, esterilizagio, inoculante, fixagdo do N,.

SURVIVAL OF BRADYRHIZOBIUM
IN STERILIZED ALTERNATIVE INOCULANT CARRIERS

ABSTRACT - A determination was made of the survival of Bradyrhizobium sp. (Clitoria) in
alternative substrates submitted to two forms of sterilization. Substrates composed of
diatomaceous material, coconut powder fiber, vermiculite, vinasse and urban compost waste
were compared with the conventional substrate (turf), using the strain UMKL 58 (Malaysia
NIFTAL). The evaluation of the viable Bradyrhizobium sp. cells was made on the different
materials utilized by means of the dilution in plates or plant infection method (cunhi-Clitoria
ternatea L.). The effect of sterilization by autoclaving and gamma radiation (SMrad) was
evaluated at intervals of 0, 12, 30, 60 and 90 days. The irradiated turf showed a better
growth and survival of the bacteria, with a consistent performance in relating the two
evaluation methods. The survival of the bacteria in the diatomaceous substrate was
comparable to that of turf as was its effect on nodulation and plant growth. The other
carriers presented inferior results, although showing possibilities of being used as alternative
substrates.

Index terms: Clitoria ternatea, sterilization, inoculant, nitrogen fixation,
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vem apresentando melhores resultados (Rou-
ghley & Vincent 1967). Vantagens adicionais
530’ a sua longa sobrevivéncia em armazena-
gem, a facilidade de fabricagio em vefculo es-
terilizado ou nfo esterilizado e a facilidade de
manuseio.

Segundo Smith (1987) e Gonzalez et al.
(1986), outros veiculos vém sendo pesquisa-
dos como alternativa 2 turfa, tais como: carvio
vegetal, carvio mineral, bagaco, palha de mi-
lho, casca de arroz e algodio, minerais como
apatita e outros. Entretanto as vantagens e
desvantagens de diversos materiais para vefcu-
los transportadores t8m sido revistas por Date
& Roughley (1977), Burton (1979), Pacz-
kowski & Berryhill (1979), Hiltbold et al.
(1980) e Skipper et al. (1980). Estes autores
relatam que diferengas entre estirpes, mimero
de rizdbio vidvel e tipo de veiculo podem con-
tribuir para largas variagées na eficiéncia dos
inoculantes.

A sobrevivéncia da bactéria depende das
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas,
de outros fatores tais como condigbes de umi-
dade e suficiente troca de gases, temperatura
de armazenamento, forma de esterilizagio, e
da prépria estirpe utilizada (Vincent 1980).

A esterilizagio pode preservar um alto ni-
mero de bactérias vidveis, diminuindo os efei-
tos antagSnicos de outros microrganismos que
competem com as estirpes do inoculante (Wu
& Kuo 1969). Muitos experimentos mostram
que a esterilizagio da turfa € benéfica para a
multiplicacfio inicial do rizébio e para sobre-
vivéncia durante a estocagem. Existem
também evidéncias de que certas estirpes de
rizébio, de crescimento lento, possam sobrevi-
ver pobremente numa turfa nfo esterilizada,
como também poucas dividas de que, em ge-
ral, um vefculo livre de contaminantes & supe-
rior a um nao-esterilizado (Roughley & Vin-
cent 1967). Assim, este € um ponto importante
a ser considerado na produgio de inoculantes,
como também tem sido demonstrado que para
condigbes de armazenamento em cimaras frias
(49C), a turfa esterilizada ndo apresenta de-
créscimo acentuado do mimero inicial de
bactérias, mesmo quando utilizado um longo
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periodo de armazenamento (Roughley & Vin-
cent 1967). No entanto essas informagbes fo-
ram obtidas, na maioria dos casos, para bacté-
rias de crescimentc rdpido, havendo poucas
informacdes relacionadas com as de cresci-
mento lento (Bradyrhizobium).

O presente trabalho foi conduzido para ve-
rificar a sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp.
(Clitoria), em substratos alternativos submeti-
dos a diferentes formas de esterilizacfo.

MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa, foram avaliados cinco veiculos
alternativos para possivel substituicao da turfa na
producio de inoculante para leguminosas. As origens
dos substratos wsados sdo; Diatomida (Carro Que-
brado-RN); Composto Urbano (aterro sanitirio cu-
rado da usina de tratamento de lixo da cidade do Re-
cife); Vinhaca Seca (Usina Estreliana, Ribeirdo-PE);
Vermiculita (Eucatex S/A - Sao Paulo); P§-de-Coco
(PLANALSUCAR, Carpina-PE) e  Turfa
(EMBRAPA/CNPBS - Km 47, Rio de Janeiro).

Estes matcriais foram secados ao ar e passados
em peneira de 200 mesh (0,074 mm), ¢ efetnada a
andlise fisica - segundo a metodologia seguida pela
EMBRAPA (EMBRAPA 1979 - e quimica, de
acordo com a metodologia do Ministério da Agricul-
tura (Brasil 1983) (Tabelas 1 ¢ 2).

O pH dos diferentes materiais foi corrigido para
6,8 a 7,0 através da adi¢io de carbonato de cdlcio
para os substratos 4cidos, e de 4cido citrico para os
alcalinos. A umidade usada foi correspondente ao
potencial matricial de -0,33 bar, em decorréncia da
diferenga de retengdo de dgua dos substratos utiliza-
dos e dos problemas de mortalidade advindos da
perda de umidade.

No preparo do inoculante os diferentes substratos
foram acondicionados em sacos de polipropileno
(0,05 mm), com 40 g de material por pacote de ino-
culante. Apds o fechamento dos pacotes procedeu-
se as esterilizagdes, por autoclavagem a 1259C, por
uma hora, com intervalos de 24 horas, durante trés
dias consecutivos, totalizando trés horas de esterili-
zagdo; ¢ por irradiagao (radiagdo gama-5MRad), fei-
ta com bomba de cobalto (*°Co), tipo Gammacel,
pertencente ao Departamento de Energia Nucelar da
Universidade Federal de Pernambuco, usando uma
taxa de exposigio de 0,00916MR/h, com um total de
SMRad por amostra.
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TABELA 1. Andlise fisica dos substratos usados e seus respectivos potenciais matriciais (ym).
Ym (bar) Anélise fisica
Substrato
-0,i0  -0,33 -0,50 -1,00 -3,00 °-500 -10,00 -1500 Ur* ettt dattt
---------------- - /g B - - - WICTEE
Pé-de-coco 2,93 1,31 1,22 0,98 0,81 0,78 0,74 0,70 - 0,19 1,22 0,81
Turfa 1,91 1,08 0,82 0,76 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 0,41 0,35 0,31 0,07 1,80 0,32
. Vermiculita 1,20 1,09 08 055 035 027. 023 018 007 223 059
Vinhaga seca 0,73 0,60 0,51 0,43 0,28 0,25 0,23 0,21 0,06 2,07 0,91
Comp. urbano 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. Anilise qufmica dos substratos.
Andlise quimica
Amostra
PHMH,0) N P0s K0 Ca Mg M.O Cinza C CE
o H L e P Db wmseemmmmmmmmama e ~---  mS/cm
Pé-de-coco 54 0,68 0,66 1,78 1,68 2,22 59,48 25,80 34,50 4,60
Turfa 4,8 1,54 0,10 0,08 4,89 1,61 70,00 15,93 40,71 0,81 -
Diatomita 4.3 0,49 0,66 0,04 0,45 0,54 18,99 76,03 11,01 0,12
Vermiculita 2,1 0,68 0,08 0,39 16,27 4,63 3,90 87,67 2,26 0,19
Vinhaga seca 6,8 1,20 0,82 0,36 0,84 1,61 25,86 69,88 22,34 1,17
Comp. urbano 7.2 0,49 0,62 0,11 3,37 1,01 1549 . 79,72 8,98 - .0,21

Foi usada a estirpe de Bradyrhizobium sp., isolada
de Clitoria ternatea, origindria da Maldsia, base
NIFTAL, cedida pelo IPAGRO-Segfio de Microbio-
logia do Solo-MIRCEN, Porto Alegre-RS, catalfo-
gada sob o n® 6053 SEMIA, A bactéria foi transfe-
rida de meio sélido inclinado, para meio liquido com
manitol & extrato de levedura- YEM (Fred & Waks-
man 1928), incubando-se em agitador rotativo a
289C por sete dias. Apés este perfodo o caldo apre-
sentou 10° células bacterianas por cm>, avaliadas por
contagem direta em cémara de Petroff-Hauser e por
diluigio em placas. O volume do caldo a acrescentar
foi uniforme para todos os substratos, baseando-se
no potencial matricial (ym-0,33bar), indicado pelo
composto urbano, que foi o que apresentou menor
retengio de umidade. A complementacio foi feita
com meio YEM, de acordo com a retencgéo de cada
substrato, sendo o caldo ¢ o meio injetados assepti-
camente através de uma seringa hipodérmica esterili-
zada (Roughley & Vincent 1967). Imediatamente
apés a injegdo fez-se a limpeza com 4lcool, no local
da perfuracio, e em seguida foi feita a vedagfio com
fita adesiva esterilizada.

O conteddo de cada pacote foi homogeneizado
com manipulagbes vigorosas, ¢ a seguir, as amostras
foram colocadas em maturagio a 28°C (Roughley
1970 e Date 1976); ap6s doze dias foram armazena-
das a 59C. S

Foram efetvadas contagens em placas, nos perfo-
dos de 0, 12, 30, 60 e 90 dias apés a adicao do indcu-
lo, sendo cada pacote usado uma Gnica vez. Para
contagem em placas usou-se 0 meio YEMA com
vermelho congo, sendo adicionado apds a autoclava-
gem, contendo 50 ppm de ciclohexamida, esterilizada
por filtragio através de membrana com poros de
0,45 pm de difimetro (Millipore Corporation, Bed-
ford, Massachussets).

As diluigbes e infecgdes emi plantas seguiram a
metodologia descrita por Vincent (1970), sendo efe-
tuadas no perfodo de 30 dias em cAmara de cresci-
mento, utilizando como planta-teste a Clitoria tema-
tena L. (cunha), cujas sementes foram escarificadas
com 4cido sulfirico concentrado (Zaroug & Munns
1980)

A seguir, foi instalado em casa-de-vegetagio um
experimento em vasos-de-Leonard esterilizados
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(Leonard 1944), trés meses apés a incubagio dos pa-
cotes inoculados. O inoculante foi preparado com
10 g do indculo de cada pacote, misturado com 50 ml
de solugdo salina (25% de sais do meio 79), ¢ manti-
do em agitacio durante 15 minutos. Foram plantadas
duas sementes pré-germinadas por vaso, e a inocu-
lagdo foi feita por adigio de 5 m! do inéc¢ulo por va-
so. Foi adicionada uma dose de arranque com ni-
trogénio, equivalente a 20 ppm de N, sete dias ap6s a
germinagdo, e em seguida adicionou-se solugdo nu-
tritiva isenta de nitrogénio (Norris 1964), As plantas
receberam dgua previamente fervida, sempre que
necessdrio, apds a adigdo de um litro de solugio nu-
tritiva por vaso.

Nos tratamentos incluiram-se duas testemunhas
sem inoculagdo, sendo uma com adubagéo nitroge-
nada (100 ppm de N) e outra sem adicao de nitrogé-
nio. Foi usado o esquema fatorial 5x2, com o deli-
ncamento em blocos ac acaso, com dois fatores
(substrato ¢ esterilizagio) e quatro repeticGes, nas
diluigbes, e contagem em placas inteiramente casua-
lizadas com duas repetigdes e oito sub-amostragens.
Foram calculados indices de correlagéo, bem como
feita a andlise de regressio do tipo linear simples,
para se obter informagdes sobre o grau de associacio
entre o método NMP e 0 método em placas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A esterilizagio por irradiacio (radiagdo

gama) proporcionou maior nimero de células

10,0

IRRADIADA

———

———— g  AUTOCLAVADA

LOG. N CELULAS VIAVEIS
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vidveis por grama de inoculante durante todo
o periodo de condugio do experimento, atin-
gindo uma populagio de 10* (Fig. 1). O pro-
cesso de esterilizacdo por autoclavagem apre-
sentou uma populagio de 10® células por gra-
ma de inoculante no final do perfodo de incu-
bacdo. A sobrevivéncia da bactéria, nos dois
tratamentos de esterilizacio, aumentou da ter-
ceira para a quarta amostragem, com um pe-
queno acréscimo na quinta determinagio, sen-
do considerado o ponto ideal para o nimero
de células vidveis/NCV. Trabalhos conduzi-
dos por Smith (1987), Date & Roughley
(1977) e Roughley & Vincent (1967} demons-
traram que a esterilizagfio a 121°C, por quatro
horas, ou a 125°C por trés horas, pode tornar
a turfa menos favordvel ao crescimento do
rizébio do que a irradiagBo gama a uma dose
de 5MRad, provavelmente devido aos efeitos
indesejdveis do aquecimento. Portanto, muita
atencdo deve ser dirigida ao método de esteri-
lizagéo, como também ao uso de vefculos que
tenham sido apenas parcialmente esterilizados
pela aplicagdo restrita de aquecimento.

Vincent (1980) relatou excelente sobre-
vivéncia de rizébio em turfa esterilizada por
radiagio gama (SMRad), e este método € co-
mumente usado para todos os inoculantes pro-
duzidos na Austrélia.

DMS
1
5%

L A

12 30

FIG. 1.
intervalos de tempo.
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Foi observado que em alguns casos a irra-
diagéo ndo esterilizou completamente os subs-
tratos, pois em algumas placas ocorreu o sur-
gimento de contaminantes identificados como
Aspergillus ¢ Gliocadiwn, porém em niimero
muito baixo, nio interferindo no crescimento e
identificagao das coldnias de Bradyrhizobium.
No substrato pé-de-coco foi registrado maior
mimero de contaminantes, mostrando que cer-
tos materiais podem favorecer o crescimento
de determinados microrganismos que sejam re-
sistentes a esta dose de radiagdo.

Estudando os intervalos de tempo em re-
lagdo aos substratos alternativos (Fig. 2), ob-
servou-s¢ que ocorreu uma diminuigdo no
NCV para os veiculos pé-de-coco e vermiculi-
ta; entretanto, nas avaliacSes posteriores obte-
ve-s¢ aproximadamente os mesmos valores al-
cancados. No perfodo de 30 a 60 dias, houve
aumento no NVC para todos os veiculos, con-
tinvando o crescimento de 60 a 90 dias, com
excegido da vinhaga e do composto urbano que
praticamente permaneceram numa fase esta-
cionéria.

Pode ser verificado na Tabela 3 que para
todos os substratos usados como vefculo de
inoculagdo, a diatomita e a turfa foram consi-
deradas superiores aos demais tratamentos nos
diferentes intervalos de tempo. Isto demonstra

———  TURFA
10,0} #—————«  DIATOMITA
—+  VERVICULITA
—————e  VINHAGA
———0 COMPQSTD
_ Gmrmew——o PG DE COCO

Ne CELULAS VIAVEIS

LOG.
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que as caracterfsticas dos materiais, com suas
propriedades fisicas, quimicas e bioiégicas
prdprias, podem propiciar maior longevidade
da bactéria introduzida e assegurar alto NCV
em relagiio aos periodos de incubagio.

A Fig. 3 mostra a avaliacio da populagio
bacteriana dos diferentes vefculos, pelos mé-
todos de diluigéo e infecgdo em plantas, e pelo

TABELA 3. Interacfo entre substratos e pro-
cessos de esterilizacio na sobre-
vivéncia de Bradyrhizobium!.

Processo de esterilizagdo

Substrato
Irradiacap  Autoclavagem

Turfa 905a 9,00 a
Diatomita 9,11a 9,04 a
Vinhaga seca 8,92b 874 b
Composto urbano 8.82¢ 8,66 ¢
Yermiculita 8,66 d 8,44 d
Pé-de-coco 8,56¢ 8,34 ¢

CV (%) = 0,70

! Log do nmero de bactérias/g de inoculante.

% Na coluna, as médias seguidas de mesma letra néo
diferem entre si a0 nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

60 90

TEMPO ( dias)

FIG, 2, Efeito do tempo na sobrevivéncia do Braddyrhizobium sp. nos diferentes subs-
tratos alternativos, em funciio da esterilizacfio.
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FIG. 3. Correlagiio de ndmero mais provivel-

NMP (Y) e contagem em placas (X) na

sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. nos

diferentes substratos, em funcio da es-

terilizacio, armazenados por 30 dias.

método da diluigAo e contagem em placas,
apresentando um coeficiente de correlagio
(r = 0,956) altamente significativo. Os resulta-
dos obtidos pelo método de infecgfio em plan-
tas foram sempre inferiores aos encontrados
em placas, contudo, dentro do limite de con-
fiabilidade de 95%. Estes resultados sdo con-
cordantes com os obtidos por Hiltbold et al.
(1980), que encontraram para o método de in-
fecgiio em plantas, a mesma tendéncia obser-
vada.

A avaliaco do inoculante quanto i sua efi-
ciéncia para produzir nédulos e fixar N, apés
a estocagem (Tabelas 4 ¢ 5), favoreceu o sis-
tema de esterilizagdo por radiagéo gama em to-
dos os pardmetros estudados, concordando
com Strijon & Vanrensbur, citados por $Smith
(1987). Os substratos irradiados apresentaram
superioridade, tendo a vantagem de serem
mais uniformes e de aumentarem a viabilidade
da bactéria. Vincent (1980) constatou que a
armazenagem &, com certeza, um fator primor-
dial. Porém, € necesséric conhecer a estirpe e
o sistema de esterilizag@o a serem utilizados.

A esterilizagfio por autoclavagem, apesar de
apresentar resultados inferiores, nio compro-
meteu a eficiéncia da estirpe. Porém, a efi-
ciéncia de nutrientes adicionados ou dos con-
tidos nos materiais usados como vefculos, po-
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TABELA 4. Nodulacio e producio de matéria
seca da cunhé cultivada em vasos-
de-Leonard, em funcio do processo
de esterilizacio nos diferentes

substratos.
Nodulagao
Tratamento Peso da ﬁatéﬁa:zca
Niimero esa parte aCrea
matéria seca
n%/vaso -- glvaso -- -- gfvaso --
Turfa 28,00 0,22 ab 2,70a
Diatomita 34,02 0,24a 2,68a
Vermiculita 19,0cd 0,19b 2,29b
Vinhaca seca 17,04 0,13¢ 2,22b
Composto urbano 22,0c 0,20 ab 2,03¢
Pé-~de-coco 20,0cd 0,12¢ 1,824
Esterilizagéo
Por irradiagio 26,0a 0,232 2,29a
Por autoclavagem 21,0b 0,14b 2,11b
Fatorial x adicionais
Fatorial 24,0a 0,18a 2,292
Adicionais 0b 0b 1,72b
Entre adicionais
Testemunha com N 0 0 2,84a
Testemunha sem N 0 ] 0,65b
CV (%) 8,01 18,65 3,13

Nz coluna, as médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, ao nfvel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

TABELA 5, Nitrogénio total acumulado na
parte aérea da cunhi cultivada em
vasos-de-Leonard, em funcio da
esterilizaciio dos substratos!,

Processo de esterilizagdo

Substrato
Irradiacio Autoclavagem

Turfa 88,73 aA 69,58 aB
Diatomita 89,35 aA 68,53 aB
Vermiculita 68,13bA 52,50 bB
Vinhaca seca 63,58 cA 50,45bB
Composto urbano 59,32¢dA 46,40 cB
P6-de-coco 45,66 eA 32,75dB
CV (%) = 3,89

! Na coluna (minvsculas), ¢ na horizontal (maidsculas), as
médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatistica-
mente entre si, a0 nfvel de 5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey.
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de decrescer ou aumentar, com o efeito da au-
toclavagem (Wu & Kuo 1969), podendo inter-
ferir no processo de infecgio.

Em relagio ao efeito dos vefculos sobre no-
dulagio e crescimento das plantas, foram
constatadas diferengas em todos os parimetros
avaliados, favorecendo a diatomita ¢ a turfa
como substratos de inoculagfio para legumino-
sas. Foi observado, também, o efeito da efi-
ciéncia fixadora da estirpe nestes vefculos. O
nitrogénio proveniente da simbiose foi sufi-
ciente para prover as necessidades das plantas,
dependendo do substrato inoculado.

A regressio entre o N total acumulado na
parte aérea e o peso de nédulos apresentou um
coeficiente de correlagao (r = 0,781), indi-
cando que o nitrogénio fixado, na maioria dos
casos, estd na dependéncia do tecido nodular
formado, o que estd de acordo com Débereiner
et al. (19606).

CONCLUSOES

1. Os dois métodos de esterilizacio foram
efetivos, porém na radiagiio gama houve maior
sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp.

2. A diatomita e a turfa como veiculos de
inoculagdo, para leguminosas, foram conside-
rados superiores, e o pS-de-coco foi o material
menos indicado por apresentar menor efeito no
crescimento das plantas.

3, As sobrevivéncias das bactérias diferiram
entre si, em relagio aos substratos usados,
quando medidas através da infecgfio em planta
e da contagem em placas, que se mostraram
métodos consistentes e com boa correlacio.

4. O passo mais importante para preparagio
de inoculantes em materiais parcialmente este-
rilizados € a adi¢io de grande quantidade de
inSculo. Porém, em alguns casos pode acarre-
tar problemas com actinomicetes, que sdo mais
resistentes e com alto grav de antibiose.
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