SOBREVIVENCIA DO BRADYRHIZOBIUM SP.

QUANDO SUBMETIDO A DIFERENTES TEMPERATURAS DE CRESCIMENTO!

MARCIA DO VALE BARRETO FIGUEIREDO?, ANTONIO PEDRO BALATTE,
FRANCISCA PESSOA DE FRANGA* e HELIO ALMEIDA BURITY®

RESUMO - Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. em diferentes temperaturas
de crescimento e a efetividade da estirpe em relagio a longevidade do inoculante, foi estudado, através
do crescimento celular da bactéria, e da evolugdo do pH do meio, o comportamento da estirpe
BR-2001. A suspensédo bacteriana foi cultivada em fermentador nas temperaturas de 28 °C e 37 °C,
com meio YEMA modificado. Os substratos foram: diatomita, diatomita + solo 20% e turfa. As células
vidveis foram avaliadas por contagem em placas e infecgdo em plantas, amostragens com 0, 15, 30, 60,
120 e 240 dias de armazenamento a 5 °C. A estirpe multiplicada a 28 °C apresentou populagéo de 10°
cels/ml em 72 horas de processo, e permaneceu constante até 240 dias, em todos os substratos. Na
temperatura de 37 °C em 72 horas de processo, a populagdo foi 10°-10° cels/ml. Na turfa, ocorreu excelente
sobrevivéncia, mesmo em baixa concentrago inicial, tendo-se detectado em menos de 30 dias 10° cels/g,
mantendo-se até 240 dias. Nos demais veiculos, os valores alcangados foram 107-10% cels/g.

Termos de indexagio: fixagdo de N,, estirpe, inoculante.

SURVIVAL OF BRADYRHIZOBIUM SP.
UNDER DIFFERENT GROWTH TEMPERATURES

ABSTRAT - The survival of Bradyrhizobium sp. under different growth temperatures, as well as the
effectiveness of that strain in relationship to the longevity of the inoculant were evaluated through the
study of the behaviour of the strain Bradyrhizobium by observing the cellular growth and the pH
evolution. The bacterial suspension was multiplied in fermentator at the temperatures of 28 °C and
37 °C in YEMA medium. The substrates were: diatomite, diatomite + soil 20% and peat. The evaluation
of viable cells was carried out by the methods of plate dilution and plant infection, with sampling at
the intervals of 0, 15, 30, 60, 120 e 240 days of storage at a temperature of 5 °C. The strain grown
under 28 °C showed a population of 10° cells/ml after 72 hours of process, and remained constant up
to 240 days in all of the substrates. Under the temperature of 37 °C, within 72 hours of process the
population was 10°-10° cells/ml. For the peat, excellent survival was observed even at this low initial
concentration, detected in less than 30 days of storage. Concentrations of 10° cells/g of peat remained
constant up to 240 days. In the other vehicles the values reached 107-10? celis/g.

Index terms: N, fixation, stirp, inoculant.
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A qualidade dos in6culos para leguminosas de-
pende da quantidade de bactérias vidveis que con-
tém e de sua eficiéncia em fixar N, com o hospedei-
ro especifico. A capacidade de determinada estirpe
em formar n6dulos e fixar N, em condigdes especi-
ficas ¢ uma exigéncia importante na qualidade do
in6culo (Roughley, 1970). Outros fatores, como a
pureza da cultura usada na inoculagio, a eficiéncia
da estirpe empregada, o nimero de bactérias
vidveis e o tipo de veiculo, podem contribuir para
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promover grandes variagSes na eficiéncia do inculo
(Hiltbold et al., 1980; Skipper et al., 1980).

Em rela¢do ao crescimento de culturas
bacterianas, observou-se que, usando o meio de cul-
tivo tradicional (4gar-manitol extrato de levedura) e
trabalhando sob 6timas condiges de cultivo, a quan-
tidade mAxima de crescimento pode ser obtida entre
45 e 75 horas para as estirpes de crescimento rdpido
(Date, 1975). Em relagfio ao efeito da aeragio, as
referéncias parecem ser conflitantes. Apesar de 0
Rhizobiumser considerado aer6bio, foi relatado que
o bom crescimento pode ser obtido a uma muito
baixa tensdo de oxigénio (Burton, 1967). Usando
estirpe de Rhizobium meliloti crescido em meio sin-
tético em fermentador, Dudman (1964) menciona
que a baixa aeragio deu melhor aproveitamento de
células do que o meio altamente aerado. Por outro
lado, Leitas (1964) relatou o uso de oxigénio puro
no inicio do processo.

Tem-se estabelecido que, em condi¢des adequa-
das de aeragdio, temperatura, conteiido de umidade
e pH em um adequado tipo de veiculo para
inoculagio, podem-se obter altas concentragdes de
biomassa ou metabolitos de interesse industrial
(Cannel & Moo-Young, 1980; Avelld et al., 1987,
Balatti et al., 1990; Balatti et al., 1991).

O presente trabalho foi realizado para verificar a
sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. (Vigna) em
diferentes temperaturas de crescimento em
fermentador, como, também, avaliar a efetividade
da estirpe em relagdo a longevidade do inoculante.

MATERIAL E METODOS

Foi usada a estirpe de Bradyrhizobium sp. isolada de
Vigna unguiculata L. Walp (caupi), origindria da
EMBRAPA/Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia
(CNPAB), cedida pelo IPAGRO - Segdo de Microbiologia
do Solo - MIRCEN, Porto Alegre, RS. A bactéria foi
transferida do meio s6lido inclinado para o meio liquido
com glicerol e extrato de levedura, incubando-se em agita-
dor rotativo a 250 rpm e 2,5 cm de excentricidade. Foram
usados 100 ml de meio de cultivo, a uma temperatura de
28 °C, por 72 horas. Apés esse periodo, o indculo apre-
sentou uma riqueza de 10° células bacterianas por centi-
metro cibico, avaliada por contagem direta em microscé-
pio, por diluigio em placas e medigSes de pH do meio. A
seguir, o in6culo foi transferido para um fermentador
monitor “nivel” 3,0 litros de volume til com uma taxa de
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aeragdo de 250 rpm e 1,5 litro 0,/1. min. O coeficiente
volumétrico de transferéncias de oxigénio (Kla) do
fermentador a 250 rpm foi de 60,43 h! e a velocidade de
absorggo do oxigénio foi determinada pelo método do sulfito
(Cooper et al, 1944), cujo valor foi de
270,72 ml1 0/1. min. (Fig. 1). A concentragéo inicial de
células do inéculo no processo foi de 0,35 g/l.

A origem dos substratos usados foi: diatomita (Carro
Quebrado, RN); diatomita+solo 20% e turfa (Tierra del
Fuego, Argentina). Estes materiais foram secados e pas-
sados em peneira de 200 mesh (0,074 mm). A seguir, pro-
cedeu-se as andlises fisicas e quimicas (Tabela 1), de acor-
do com o método do Ministério da Agricultura (Brasil,
1983).

O pH dos diferentes materiais foi corrigido para 6,8 a
7,0, através da adigdo de carbonato de célcio.

No preparo do inoculante, os substratos foram acondi-
cionados em sacos de polipropileno (0,05 mm), com 40 g
de material por pacote do inoculante. Apés o fechamento
dos pacotes, efetuaram-se as esterilizagdes, por
autoclavagem a 121 °C, por uma hora, com intervalos de
24 horas, durante trés dias consecutivos, totalizando trés
horas de esterilizago. O volume do caldo a acrescentar foi
baseado no potencial matricial (¥m-3,0 bar), com base nos
resultados de Figueiredo et al. (1992). Estes foram injeta-
dos assepticamente através de uma seringa hipodérmica
esterilizada (Roughley & Vincent, 1967). Imediatamente
ap6s, fez-se a limpeza com édlcool, no local da perfuragéo,
¢ em seguida foi feita a vedago com fita adesiva esteriliza-
da. O contetido de cada pacote foi homogeneizado com
manipulagBes vigorosas, € a seguir as amostras foram colo-
cadas em maturacio a 28 °C (Date, 1976); apds doze dias,
foram armazenadas a 5 °C.

Foram efetuadas contagens em placas, infecgBes em
plantas (NMP), nos periodos de 0, 15, 30, 60, 120 e 240
dias. Para contagem em placas, usou-se o meio YEMA
modificado, usando-se glicerol como fonte de carbono, e
vermelho Congo, como indicador. As diluigSes e infecgGes
em plantas seguiram o método do niimero mais provével -
NMP -, descrito por Vincent (1970), e utilizou-se como
planta-teste o siratro (Macroptilium sp.). Neste experi-
mento, empregou-se o delineamento experimental inteira-
mente casualizado, com duas repetigdes e oito su-
bamostragens. Indices de correlagao, assim como modelos
de regressdo do tipo linear simples, foram calculados para
obter informagdes sobre o grau de associagio entre NMP e
contagem em placas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 mostram-se as andlises efetuadas
sobre os substratos utilizados na preparagio dos
inoculantes, na qual ambos apresentam alta reten-
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¢do de agua. O substrato diatomita teve comporta-
mento diferenciado, apresentando alta reten¢fo a
mais baixa tensdo (potencial elevado), conseguindo
ainda manté-lo superior aos demais nas respectivas
faixas estudadas. Portanto, torna-se importante re-
lacionar a sobrevivéncia da bactéria com a energia
da 4gua retida no substrato, e nio com o teor de
umidade, que varia de substrato para substrato.

A Tabela 2 mostra o resultado do efeito da tem-
peratura na sobrevivéncia da bactéria nos diferentes
substratos, nos quais pode-se verificar claramente
que a bactéria multiplicada a 28 °C apresenta uma
populagdo de 10° células vidveis/g de inoculante em
todos os substratos, nfo apresentando diferenga sig-
nificativa a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey,
mas a 37 °C a sobrevivéncia da bactéria na turfa foi
superior & dos demais substratos.

Na avaliagio da populagiio bacteriana nas dife-
rentes temperaturas de multiplicag3o no processo
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(fermentador), foi verificado que a 28 °C apresentou
uma populaggo de 10° células viaveis/ml em 72 horas
de processo, enquanto, a 37 °C, no mesmo intervalo
de tempo, a populagio foi de 10°-10° células viaveis/
ml (Fig. 1).

Em relagdo ao efeito do tempo na sobrevivéncia
da bactéria nos diferentes substratos (Tabela 3),
pode-se observar claramente que a turfa apresenta
excelente sobrevivéncia, sendo detectada em 30 dias
de armazenamento uma populagdo de 10° células
vidveis/g de inoculante, e mantendo-se constante até
240 dias de armazenamento, mesmo sendo impreg-
nada ao substrato em baixas concentragdes iniciais
(10%-10° cel/ml), resultados concordantes com os
obtidos foi observado por Avells et al. (1987), estu-
dando o crescimento e a sobrevivéncia do Rhizobium
meliloti em turfa estéril, porém os valores alcanga-
dos foram de 10'° células viaveis por grama de tur-
fa. Este valor superior pode ser devido a estirpe de
Rhizobium empregada.

TABELA 1. Anilise fisica e quimica dos substratos utilizados na preparacio de inoculantes.

Substrato pH(H;0) C N R W(bar)™
-0,10 -0,33 -3,00
1:10 % gg - g/g --m--
Turfa 42 40,2 1,3 0,16 1,87 1,28 0,66
Diatomita 43 11,01 0,49 0,07 1,61 1,50 0,68
Diatomita + Solo 20% 54 7,30 0,34 0,04 1,10 0,98 0,55
* Umidade residual,
*# Potencial matricial. 8,5 a
E 8,0
o
TABELA 2. Efeito da temperatura na sobrevivéncia E 75
do Bradyrhizobium sp. nos diferentes = '
substratos utilizados como inoculante. ]
F 7,0
w
Q [ ]
w ] -
-y— 5,95+0,067
Substrato Temperatura 5 6,5 —
28°C 37°C 2
Turfa 9,126a 9,003a 6,0
Diatomita 9,073a 8,047b 0 10 20 30 40
Diatomita + Solo 20% 9,015b 8,040 b TEMPO (seg.)
Kla = 60,43 h-'
C.V. 1315%. dC/dt = 270,72 ml 0,/Lh

Log do nimero de bactéria/g inoculante.
Na coluna, as médias seguidas de mesma letra nfio diferem estatisticamen-
te entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

FIG. 1. Determinaciio de Kla do fermentador, para
250 rpm. Condigdes: 28°C e 1V/1. min.
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TABELA 3. Efeito do tempo na sobrevivéncia de Bradyrhizobium sp. nos diferentes substratos, em fungiio da

temperatura.
Substrato Tempo (dias)
0 15 30 60 120 240
Turfa 7.590a 8,893a 9,150a 9,478a 9,184a 9,094a
Diatomita 7,530a 8,325b 8,773 b 9,178 b 8,899 b 8,640b
Diatomita + Solo 20% 7,516a 8,282 b 8,746 b 9,143 b 8,861 b 8,633 b
C.V.1315%.

Log do nimero de bactérias/g inoculante.

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

Porém, em relag3o ao substrato diatomita e & mis-
tura deste com mescla de solo, foram alcangados
valores de sobrevivéncia na ordem de 10® células
vidveis por grama de diatomita nos oito meses de
armazenamento. A capacidade de retengdo de dgua
deste material pode ter ajudado as células bacterianas
a manterem um teor de umidade compativel com a
viabilidade celular. Esta possibilidade pode estar re-
lacionada com a energia de retengfo de igua. Traba-
1hos conduzidos por Van Schreven (1970) estabele-
cerem um limite de umidade de 30% para inoculantes
s6lidos, e, abaixo deste valor, a taxa de mortalidade
acelera rapidamente.

No estudo do efeito da temperatura na sobrevi-
véncia da bactéria nos diferentes intervalos de tem-
po (Tabela 4), a primeira contagem (1=0) permitiu
avaliar a capacidade de absorgdo bacteriana de cada
substrato com base na recuperagdo, avaliada pelo
mimero obtido na contagem do inoculante, € 0 nd-
mero de células adicionais por grama de inoculante.
Quanto ao efeito da temperatura na sobrevivéncia

da bactéria, foi observado que a temperatura de 37 °C
apresentou considerdvel diminui¢do no nimero de
células vidveis. Isto indica que a alta temperatura
baixou consideravelmente a populagdo bacteriana.
No intervalo de 60 dias, pdde-se constatar maior
populagdo bacteriana ap6s a mistura do inculo, sen-
do considerado como ponto mé4ximo para todos 08
substratos estudados. Os resultados apresentados
estio parcialmente de acordo com os obtidos por
Date (1976) e Figueiredo et al. (1992) ao estudarem
a sobrevivéncia do Bradyrhizobium em turfa esté-
ril, em condigdes similares de armazenamento. Es-
tes autores relatam um maior nimero de bactérias
aos 90 dias, porém neste estudo ndo foi avaliado este
intervalo de tempo, podendo também ter ocorrido,
uma vez que esta faixa estd entre os intervalos estu-
dados.

No estudo da evolugiio do pH, observaram-se,
na maioria dos cultivos, valores compreendidos en-
tre 7,11 ¢ 7,31 no final do processo em fermentador.
Trabalhos conduzidos por Balatti et al. (1990) en-

TABELA 4. Efeito da temperatura na sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. nos diferentes intervalos de tempo

em fungiio do substrato.

Temperatura Tempo (dias)
0 15 30 60 120 240
28 °C 8,651a 8,881a 9,010a 9,680a 9.151a 9,055a
37°C 6,440 b 8,118b 8,769 b 8,853 b 8,812b 8,523 b
C.V.1315%.

Log de nfimero de bactérias/g inoculante.

Na coluna, as médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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contraram valoges aproximadamente dentro da mes-
mo faixa em estudos de crescimento do
Bradyrhizobium japonicum E-45 em fermentadores.
A limitac3o e o desenvolvimento do cultivo empre-
gando baixas concentracOes iniciais de células au-
mentam sensivelmente o tempo do processo e os ris-
cos de contaminac3o, como também o aumento nos
custos de producio. Com isto, a qualidade ¢ a quan-
tidade podem determinar o xito de um processo. O
estado fisiolégico do inGculo pode sexr caracteriza-
do em funcio das varidveis: pH, demanda de oxigé-
nio, consumo de nutrientes, e concentracio celular.
Em relacdo ao pH, devem-se obter concentragies
de ordem de 6,0, 7,1 e 7,2 (Balatti et al.,1990).

A avaliagio da populagio bacteriana nos
substratos (Fig. 2) pelo método de diluicio e conta-
gem em placas, e infecgdo em planta, ammazenados
por 240 dias, apresentou um coeficiente de correla-
¢ao (r = 0,753) com alta significincia (p<0,01). Es-
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ses valores estéio dentro do limite de confiabilidade
de 95% do ndmero mais provivel (NMP); obser-
VOu-se, portanto, precisio entre os métodos, embo-
ra 0 NMP apresentasse valores em logaritmo abai-
x0 da contagem em placas. Esses resultados s&o con-
cordantes com Hiltbold et al. (1980); Kremer &
Peterson (1982), que encontrarmn a mesma tendén-
cia para 0 método de infecgfio em plantas. Weaver
& Frederick (1972) encontraram, em duas instincias,
valores baixos de NMP em experimentos com
Bradyrhizobium japonicum, e Date & Vincent
(1962) também encontraram valores abaixo do Li-
mite de confiabilidade para NMP em Medicago
triguloides.

Quanto 2 viabilidade da bactéria, esta diferin em
relac3o aos substratos, tanto na contagem em dilui-
¢d0 em placas como na infecgio em planta, quando
avaliados nas diferentes temperaturas.

84
82 |
80 [
7,8 [
76 |

74 |

NUMERO MAIS PROVAVEL, LOG

72 F

y = 3,8455 + 4,7202 x

r=0,7538"

7’0. PR A2 A

74 78 8,2 8,6

9,0 94 9,38 10,2

CONTAGEM EM PLACAS, LOG

FIG. 2. Correlaciio do niimero mais provivel e contagem em placas na sobrevivéncia do Bradyrhizobisum sp. nos
diferentes substratos, em fungiio da temperatura, armazenados por 240 dias.
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CONCLUSOES

1. A estirpe multiplicada a 28 °C obteve uma po-
pulagdo de 10° cels/ml em 72 horas de processo, €
se manteve até 240 dias de armazenamento, em to-
dos os substratos estudados.

2. O estudo da turfa permitiu uma excelente so-
brevivéncia, mesmo quando inoculada em baixa
concentragdo.

3. Os efeitos da temperatura na sobrevivéncia da
bactéria constataram que a 37 °C ela apresentou
consideravel diminuigdo no nimero de células
vidveis pelo método de diluigdo em planta, em
comparagdo com contagem em placas, o que indica
que a alta temperatura, embora ndo tenha causado a
morte da célula, baixou consideravelmente a
capacidade de infecg@o nas plantas.
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