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NOTA N-° 10

XXXIX

SOBREVIVENCIA DE RHI-
ZOBIUM PHASEOLI EM TUR-
FA ESTERILIZADA (). EL1 S.
LoPES e ANTONIO ROBERTO GIAR-
DINI (2). As estirpes de Rhizo-
bium recomendadas para uso em
inoculantes, além das caracteristi-
cas de eficiéncia e infectividade
devem apresentar boa sobrevivén-
cia no material usado como supor-
te das bactérias no inoculante.
Dito material, usualmente empre-
gado no Brasil, é a turfa, apés cor-
recdo de acidez, secagem e moa-
gem. A sobrevivéncia do rizébio
na turfa depende das caracteristi-
cas quimicas, fisicas e biolbgicas
desse material e de outros fatores,
tais como condicdes de umidade do
inoculante, temperatura e umidade
de armazenamento, e das préprias
estirpes de baectérias empregadas.
A escolha da turfa para producio
de inoculantes deve ser feita com
base em testes de sobrevivéncia
das varias estirpes de Rhizobium
nesse material.

Tem sido demonstrado que
para condicbes de armazenamento
em geladeira e turfa esterilizada,
nao se observa decréscimo acen-
tuado do nimero inicial de bacté-
ria, mesmo por longos periodos de
armazenamento (2). Essas infor-
macdes foram obtidas na maioria
dos casos para leguminosas de cli-
ma temperado. Poucas informa-
¢Oes a esse respeito sdo existentes
para Rhizobium phaseoli. O pre-
sente trabalho foi conduzido para

verificar, em condicdes ideais, a
sobrevivéncia de duas estirpes de
R. phaseoli, previamente selecio-
nadas quanto & eficiéncia de fixa-
¢io de nitrogénio.

Material e métodos — As es-
tirpes de Rhizobium phaseoli em-
pregadas neste estudo estiao cata-
logadas na Secfdo de Microbiologia
do Solo sob n.%°s 371 (N.° original
127K-17, Nitragin Co.; USA cedi-
da pelg Dr.? Alaides P. Ruschell,
CENA, Piracicaba) e SMS-376
(N.° CC-511, Australia, e CIAT-
-57, Colombia, pelo Dr. Peter
Grahm, CIAT, Colémbia).

Para o preparo dos inoculan-
tes, elas foram cultivadas em
meio liquido recomendado por
Norris (¢4), com pH ajustado para
6,8 e incubadas a 28°C por pe-
riodos em que os caldos apre-
sentavam numero superior a 109
bactérias/ml, em contagens di-
retas efetuadas em camara de Pe-
troff-Hausser. A turfa foi pre-
parada para uso em escala comer-
cial (?) e apresentou as seguintes
caracteristicas: carbono: 13,0% ;
cinzas: 53,6% ; pH: 7,0; cloro:
180ppm. A analise granulométri-
ca revelou que 65,0% passava na
peneira de 100 mesh. A mistura
do caldo das culturas com a turfa
foi efetuada em 18-8-75, para a
estirpe SMS-371, e em 24-8-75,
para a SMS-376. Os inoculantes
permaneceram em bandejas 3
temperatura ambiente por trés
dias apos a mistura e depois foram

(1) Recebida para publicagdo em 22 de dezembro de 1976.
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colocados em sacos plasticos e
mantidos em geladeira durante o
periodo de observacdo. As conta-
gens do nimero de rizébios foram
efetuadas pelo método da diluigéo
em placas (°), usando-se amostras
de 1,0g em duas repeticoes. Fo-
ram plaqueadas aliquotas de 0,1
m] das diluigées 1075 a 10~7, em
superficie com cinco repetictes
para cada diluicdo. As contagens
das colonias foram efetuadas aos
4-5 dias apés incubacio das pla-
cas a 28°C; foram consideradas
para os calculos as placas das di-
luicdes que continham um nimero
médio de colénias entre 30 e 300.
Num periodo de observacio com
cerca de oito meses foram feitas
cinco contagens do numero de ri-
z6bios sendo que as placas, mesmo
na ultima contagem, mostravam
quase exclusivamente colonias das
bactérias misturadas com a turfa.

A anélise estatistica dos da-
dos foi efetuada em esquema
inteiramente casualizado, sendo
comparadas pelo teste de Tukey
as médias do nimero de rizébios
nas diferentes amostragens.

Resultados e discussdo — No
quadro 1 constam os nimeros de
rizdébios das duas estirpes em cinco
amostragens que abrangeram um
periodo de cerca de 250 dias apés
a mistura do caldo com a turfa.

Para o caso da estirpe SMS-
-376, s6 foi verificada a queda
significativa em relacdo ao ntime-
ro inicial de rizébios a partir da

quarta amostragem, efetuada aos
215 dias apés o preparo do ino-
culante. O coeficiente de variacdo
foi elevado (28,7%). Para a es-
tirpe SMS-371, no periodo entre
a primeira e a segunda amostra-
gem houve elevagio significativa
no namero de bactérias. Queda
significativa em relacio & primei-
ra amostragem foi também verifi-
cada na quarta amostragem, aos
222 dias. O coeficiente de varia-
cdo da analise, neste caso foi de
5,3%. Os calculos da taxa de mor-
talidade semanal (K = 1/t x B/b,
onde B e b sfo os niimeros iniciais
e finais de rizébios, para conta-
gem no tempo ¢ expresso em se-
manas) efetuados com base na
primeira e uGltima amostragem,
mostraram que K = 0,04 para a
estirpe SMS-371 ¢ K = 0,03 para
a SMS-376. Esses valores estio
préximos aos observados por Frei-
re e Jones (%), para Rhizobium,
japonicum, em periodos e condi-
¢oes semelhantes.

O aumento do ntimero de Rhi-
zobium observado na segunda
amostragem, com a estirpe SMS-
-371 seria explicado devido a uma
multiplicacdo que poderia ter ocor-
rido logo depois da primeira
amostragem, antes de o inoculante
ter sido colocado na geladeira, pois
a refrigeracido foi iniciada no ter-
ceiro dia apés a mistura, ou seja,
um dia apés a primeira amostra-
gem. O acréscimo em valor abso-
luto, observado com a estirpe
SMS-376 ndo foi significativo.

() VINCENT, J. M. A manual for the practical study of the root-nodule bacteria. Oxford,
Blackwell Scientific Publication, 1970. p. 150 (IBP Handbook n.°® 15)
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QUADRO 1. — Numero de bactérias em inoculante tmido, preparado com duas estirpes
de Rhizobium phaseoli e conservado em geladeira a 5°C

Rhizobium/g .
Estirpe anzglzxgjloam%flto 1(1;0(1:371;"'1(12? Uigggl?g;tzo

dias n’ %
2 405 b

33 670 a 333
SMS-371 65 610 a
222 170 ¢

249 13 d 33,0
C.V. (%) 53
Tukey (5,0%) 80,0

2 160 a 32,7
36 260 a
SMS-376 68 225 a
215 51 b

242 12 b, 32,4
C.V. (%) 28,7
Tukey (5,0%) 162,6

(*) Numeros seguidos de letras iguais nio diferem significativamente.

O teor de umidade dos ino-
culantes, determinado por ocasiio
da segunda e da dltima amostra-
gem, estava ao redor de 32,0%
para a estirpe SMS-376 e 33,0%
para a SMS-371. Freire e Jones
(¢) observaram decréscimos gra-
dativos e maiores de Rhizobium
japonicum conservado em condi-
coes e periodos semelhantes, com
turfa ndo esterilizada. Esses au-
tores comentaram, entretanto, so-
bre o baixo teor inicial- de umida-
de dos inoculantes testados. Traba-
lhos realizados na Australia, por

Roughley e Vincent (3), mostra-
ram para a turfa investigada que
os inoculantes com 30,0% de umi-
dade eram muitos secos, provocan-
do maiores taxas de mortalidade
que os inoculantes tmidos.

Por outro lado, a taxa de
mortalidade dos rizébios em ino-
culantes com 60,0% de umidade
dependia das espécies. Era baixa
em Rhizobium spp, tipo “cow
pea”, e alta em rizébios associados
com alfafa e trevos. Julgando pe-
los dados obtidos no presente tra-
balho, um teor de umidade préxi-
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mo de 33,0% propicia sobrevivén-
cia satisfatéria para as duas es-
tirpes de rizébios estudadas.

Apesar dos decréscimos em
relacio ao namero inicial, os ino-
culantes preparados com essas es-
tirpes apresentaram, aos 240-250
dias de armazenamento, sob con-
digBes de refrigeragio, numero
maior que 1,0 x 108 rizodbios/g de

inoculante Gmido, superior, por-
tanto, ao exigido pela legislacéo
brasileira (1,0 x 107 bactérias/g).
Deve ser lembrado, entretanto,
que o inoculante foi preparado
com turfa esterilizada e que o na-
mero inicial de rizébios era ele-
vado. SECAQ DE MICROBIOLO-
GIA DO SOLO, INSTITUTO
AGRONOMICO DO ESTADO DE
SAO PAULO.

SURVIVAL OF RHIZOBIUM PHASEOLI IN STERILIZED PEAT
SUMMARY

Survival of R. phaseoli strains SMS-371 (=127 K-17, Nitragin Co. (USA) and
SMS-376 (=CIAT-157, original CC-511) on peat was checked over a period of 240-250 days
storage in the refrigerator.

The peat sample had been ground, limed (10% lime; final pH=7.0) and dried
(80°C) for commercial use.

Both strains were cultivated on yeast manitol liquid media (pH—=6.8) and mixed
with the peat, when numbers of rhizobia were greater than 10° cells/ml], by direct counting.

Inoculant moisture was around 33%. Five plate counts were made in duplicate,
during the storage period. In both strains a decrease in cell number was observed in the
4t® counting date (215-222 days storage), but even so rhizobia population was greater than
1.2 x 10° at the final sampling.






