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SOBREVIVENCIA DE RHIZOBIUM JAPONICUM EM TURFA
ESTERILIZADA COM RAIOS GAMA (%)

ELI SIDNEY LOPES (2), ANTONTO ROBERTO GIARDINI (2), Segdo de Microbiologia do Solo,
Instituto Agronémico, e Luiz SANCHES (3), Pontificia Universidade Catélica

de Campinas

No Brasil, o material usado
como veiculo nos inoculantes é
um solo turfoso, com aproxima-
damente 10-12% de carbono. Re-
sultados praticos tém mostrado
que esse material se presta satis-
fatoriamente e ensaios conduzi-
dos para comprovar a qualidade
dos inoculantes confirmam que o
material é adequado (* %). A pro-
ducdo brasileira de inoculantes
utilizando esse tipo de material
chega a ser de seis milhdes de
pacotinhos/ano.

Na fabricacdo de inoculantes,
trés fatores devem ser considera-
dos fundamentais para obter um

produto de boa qualidade: a utili-
zacdo de bactérias pré-seleciona-
das, a multiplicacio dessas bac-
térias em condices assépticas e o
preparo adequado da turfa.

No Brasil, a turfa normalmen-
te ndo é esterilizada para a fabri-
cacdo de inoculante. Para o caso
das leguminosas forrageiras, ha
informacdes de que alguns produ-
tores de inoculantes fazem a este-
rilizagdo por autoclavagem. Outro
processo de esterilizacdo que tem
apresentado bons resultados ¢
através da irradiacdo gama, con-
forme trabalhos de ROUGHLEY
& VINCENT () e CERVENANS-
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KY (7). Esse processo é vanta-
joso, pois a turfa pode ser esteri-
lizada no préprio pacote e a adi-
cdo do caldo inoculante, feita atra-
vés de injecdo em condigbes de
assepsia. Além disso, o tempo pa-
ra multiplicacdo das bactérias
durante o processamento indus-
trial pode ser abreviado, dimi-
nuindo as chances de contamina-
cdo, ja que ocorre multiplicacéo
satisfatéria das bactérias do caldo
inoculado no interior dos paco-
tinhos.

Esse trabalho foi conduzido
com o objetivo de verificar a
sobrevivéncia de Rhizobium japo-
nicum em turfa esterilizada com
raios gama e por calor.

Material e métodos: A turfa
empregada havia sido preparada
e empacotada para uso em ino-
culantes comerciais (pH corrigi-
do, moida e seca em fornos rota-
tivos a cerca de 80°C), sendo da
mesma procedéncia (8) e seme-
Ihante a usada anteriormente por
LOPES & GIARDINI ().

Os inoculantes em teste fo-
ram preparados por injecdo de
caldo de cultivo nos sacos plasti-
cos, Dpreviamente selados, com
130 g de turfa autoclavada,
irradiada, ou nfo esterilizada,
conforme o tratamento. O caldo
injetado, da estirpe SMS-313
(= RS/SEMIA 566), proporcio-

nou aos diversos inoculantes uma
populacio inicial de 2,3 x 108
bactérias vidveis/grama de turfa
umida (38% de umidade). Apds
a inoculacdo, os pacotinhos foram
devidamente selados no ponto da
injeciio e armazenados & tempera-
tura ambiente, no laboratério.

Foram feitas trés repeticoes
(trés pacotinhos) de cada um dos
seguintes tratamentos:

1) Sem esterilizacdo da turfa.

2) Esterilizacdo em autocla-
ve (turfa autoclavada e depois
embalada na induastria).

3) Esterilizacdo com raios
gama, 2,25 megarad-

4) T
gama

A » da turfa foi
efetua.. ywia IBRAS-CBO, Indus-
trias Cirdrgicas e Opticas, Cam-
pinas, com um irradiador de fluxo
continuo.

Antes de inocular o caldo nos
pacotinhos, fez-se uma contagem
de microrganismos na turfa néo
esterilizada. Utilizou-se meio de
peptona para contagem geral de
microrganismos (?), meio diferen-
cial para fungos (%) e actinomi-
cetos ('), bem como testes para
comprovar a eficiéncia de esterili-
zacdo na turfa autoclavada ou
irradiada. Para verificacdo de
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desenvolvimento e sobrevivéncia
do Rhizobium nos inoculantes, fo-
ram feitas contagens aos 19-20,
28-32, 60 e 188 dias apés a adicdo
do caldo, em cada repeticéo, pela
técnica da diluicdo em placas com
meio manitol-levedura (12)., Usou-
-se 1lg de inoculante para cada
uma das séries de diluices e
foram plaqueadas aliquotas de
0,1m] das diluicées 103 a 107,
com cinco repeticoes, sendo as
placas incubadas a 28°C. Perio-
dicamente, fez-se a determinacéo
de umidade de algumas amostras.

Resultados e discussdo: Os
resultados de contagem prévia de
microrganismos na turfa, em meio
de peptona, revelaram cerca de
1,7 x 10° microrganismos/grama,
com predominincia de bactérias
nas placas de contagens. Em meio
diferencial para fungos, consta-
tou-se, entretanto, um nimero ele-
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Figura 1. - Resultados das contagens de Rhizobium em
diferentes épocas, observadas em inoculan-
tes preparados com turfa nio esterilizada,
autoclavada, ou irradiada com dosagens de
raios gama, ¢ armazenada por 188 dias.

J. M.
150p.

(12)
Oxford. Blackwell,

VINCENT.

1970. (IBP Handbook,

A manual for the

15)

vado de colbénias, equivalentes a
1,6 x 10 ¢ propagulos/grama.

A turfa autoclavada e poste-
riormente embalada estava conta-
minada e continha grande ntimero
de colonias semelhantes a algumas
estirpes de Rhizobium japonicum
(circulares, leitosas, convexas, de
crescimento lento). A recontami-
nacdo da turfa autoclavada deve
ter ocorrido durante o processo de
empacotamento. As irradiacdes
com 2,25 ou com 5,10 megarads
foram igualmente eficientes na
desinfeccdo da turfa, nao se obser-
vando crescimento de microrga-
nismos em placas com meio de
peptona, inoculado com 0,1g de
turfa/placa, ou com inoculacio
macica em meio liquido anaero-
bico (Nutrient Broth-Difco) e
aerobico (Eugon Broth-Difco).

Durante o periodo de arma-
zenamento e por ocasifio da ulti-
ma contagem, a umidade da turfa
estava em torno de 37%.

A figura 1 mostra os resul-
tados das contagens efetuadas nas
diferentes épocas de amostragem,
para os quatro tratamentos.

Pela contagem feita aos 18-20
dias, pode-se verificar que houve
uma multiplicagdo de células nes-
se periodo nos tratamentos sem
esterilizacdo, ou esterilizados com
raios gama (2,25 e 5,10 Mrad),
0 que nido parece ter ocorrido com
a turfa autoclavada, que manteve
praticamente a mesma populagio
inicial. A multiplicacdo de células
continuou nos dois tratamentos
com turfa irradiada, que apresen-

practical study of the root-nodule bacteria.
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taram um numero de Rhizobium
cerca de cinco vezes maior que o8
demais tratamentos na contagem
do 32° dia. Na contagem efetua-
da aos 60 dias, verificou-se um
decréscimo na populacio de Rhi-
zobium em todos os tratamentos,
na proporcio de 16,7% (30 x 107
células/grama) no tratamento
irradiado com 2,25 megarads,
24,2% (40 x 107 células/grama)
no tratamento irradiado com 5,10
megarads, 42,8% (15 x 107 célu-
las/grama) no tratamento sem
esterilizacio e 80% (20 x 107
células/grama) no tratamento
autoclavado.

Aos 188 dias a populagao
permaneceu inalterada em rela-
cdo a populacdo encontrada na
contagem feita aos 60 dias, exceto
para o tratamento irradiado com
2,25 megarads, que teve uma que-
da de 52,7% (78 x 107 células/
grama) em relacdo a tultima con-
tagem. Até o 188° dia a popula-
cdo no tratamento irradiado com
5,10 megarads era treze vezes
maior que o tratamento autocla-
vado, sete vezes maior que o
sem esterilizacdo e duas vezes
maior que o irradiado com 2,25
megarads.

£ dificil explicar o efeito
diferente das duas dosagens de
radiacdo gama na evolucio do nu-
mero de rizbbios. Ela pode ser
atribuida, entretanto, & alteracao
qualitativa, nos constituintes da
turfa, particularmente nos de na-
tureza orgénica, de acordo com a
dosagem.

E interessante observar que
na turfa néo esterilizada e na au-

toclavada nao houve multiplica-
¢bes dos rizdbios apds a mistura,
como nos tratamentos irradiados.
H4a duas possibilidades, pelo me-
nos, para explicar a niao multipli-
cacdo nas turfas nio esterilizada
e autoclavada: a liberacio e/ou
formacdo de produtos quimicos
devido a autoclavagem, e antago-
nismos com microrganismos exis-
tentes na turfa.

Os resultados deste trabalho
confirmam os de ROUGHLEY &
VINCENT (°) e de CERVE-
NANSKY (%), que verificaram
que a esterilizacdo da turfa atra-
vés da irradiacdo gama foi supe-
rior ao processo de autoclavagem.

Fizeram-se ainda contagens
adicionais de células aos 220 dias
no tratamento sem esterilizaco,
aos 240 no tratamento com turfa
autoclavada, aos 260 no tratamen-
to com turfa irradiada com 2,25
Mrad e aos 290 na turfa irradiada
com 5,10 Mrad. Os resultados des-
sas contagens mostraram que, no
tratamento com 5,10 Mrad, a po-
pulacdo se manteve alta, decres-
ceu no tratamento com 2,25 Mrad,
e manteve-se baixa nos tratamen-
tos autoclavado e nio esterilizado,
confirmando as tendéncias ja ob-
servadas para a contagem efetua-
da aos 188 dias apds a inoculacgio.

E necessario salientar que,
apesar dos melhores resultados
terem sido obtidos com a turfa
irradiada, os inoculantes prepara-
dos com turfa nao esterilizada
ainda mantém um pouco mais de
107 rizébios/grama, que é o mini-
mo exigido pela legislacdo brasi-
leira.
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SURVIVAL OF RHIZOBIUM JAPONICUM IN IRRADIATED PEAT
SUMMARY

Peat like substrate, ready for use by inoculant industry was gama irradiated at
225 and 5.10 megarads in sealed plastic bags. Non sterilized, and autoclaved peat were
also packed and sealed. Broth of strain SMS-313 (RS/SEMIA 566) was injected to give
339 umidity into each peat treatment and 2.3 x 10° rhizobia/g of wet inoculant.

The bags were mantained at room temperature, and six samples of each treatment
were collected at different intervals, during 290 days, to count the number of
bacteria. In both dosis of irradiation there was a sharp increase in rhizobia.
Maximum numbers in the period were reached in between 32 and 60 days. At the
second sampling (32 days) population in both irradiated treatment had circa 1.8 x 10°
rhizobia/g wet peat. In the non sterilized and autoclaved peat treatments the
maximum numbers of rhizobia were much lower (3.0 x 10°).

A gradual decrease in number of rhizobia, in the irradiated treatment was
cbserved, but a higher number of rhizobia was mantained throughout the experiment,
as compared to the non sterilized, or autoclaved peat.





