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Abstract. The expansion of soybean cultivation in Brazil &nty by the addition of
soil bacteria capable of fixing atmospheric nitrogeising inoculants as vehicle. In
view of the analysis of quality of commercial inlaciis for soybeans, a study of the
respiratory metabolism of bradyrhizobia was perfechin vitro. Inoculants with 12,
27 and 48 months of production were analyzed aghw®r biochemical and
physiological characteristics. The inoculants stbrep to 27 months showed no
interference in the number of cells, remaining wittecommended. However, when
the product is stored for a prolonged period ofdif@8 months) there is a sharp
decrease in cell number and also in the respiratacyivity. Thus, long periods of
stock directly influence the quality of the produngking it unsuitable for use.
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Resumo. A expansédo da cultura de soja no Brasil se devacppalmente pela
adicdo de bactérias no solo capazes de fixar némg atmosférico, utilizando
como veiculo os inoculantes comerciais. Tendo eta @ analise de qualidade de
inoculantes comerciais para soja, um estudo do bwdtemo respiratério de
bradirrizébios foi realizado “in vitro”. Inoculante comerciais com 12, 27 e 48
meses de fabricacdo foram analisados quanto a saexcteristicas bioquimicas e
fisiologicas. Os inoculantes estocados em até 2%emendo apresentaram
interferéncia quanto ao numero de células, permando dentro dos padrdes
recomendados. Contudo, quando o produto é estopadom prolongado periodo
de tempo (48 meses) ocorre um decréscimo acentnadoimero de células e
também na atividade respiratéria. Sendo assim,oos$ prolongados de estoque,
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influenciam diretamente a qualidade do produton&mndo-o inadequado para o
uso.

Palavras-chave: Bradyrhizobium; Inoculantes; Viabilidade celulaNT-Formazan.

INTRODUGAO

A soja Glycine max(L.) Merrill), leguminosa da familia Fabaceae @#l& Gunn,
1986), é extensamente utilizada para alimentacé&wmha, racdo animal e diversas aplicacbes
industriais (Mahrouset al 2007) .Sendo considerada uma das mais importéonéss de
proteina e 6leo vegetal, os quais sdo constituohteseus graos € responsavel por 30% de
toda producédo de Oleos de origem vegetal no mulio de empregado como fonte para
producéo de biodiesel (Hussa&hal 2011).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de scggresentou producao de 66,37
milhdes de toneladas na safra de 2012, em umacaitdeada de 25.037,5 mil hectares
(CONAB, 2012; USDA 2012)Deste modo essa grande produtividade é a razdapelaa
soja € uma das culturas de maior importancia ecmadiara o pais. Para uma alta
produtividade de graos essa cultura requer gramqaastidades de nitrogénio (N). Por outro
lado, espécies vegetais produtoras de graos, canmadestacam-se quanto ao seu potencial
para formar simbiose com microrganismos fixadoeesittogénio atmosférico gN(Kumaga
& Ofori, 2004).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) constituifente de nitrogénio mais viavel
para a cultura da soja, tanto economicamente cawlogicamente. Avaliacdes realizadas em
diversas regides produtoras de soja indicam quBM é responsavel por mais de 80% do
nitrogénio acumulado pela plantA.introducdo destas bactérias no solo se da atrdaés
utilizacdo de inoculantes comerciais, formulacdas mpcluem as bactérid@radyrhizobium
elkanii e Bradyrhizobium japonicuram sua composicao.

Atualmente, quatro estirpes sdo recomendadas lafeme no Brasil para a utilizagao
nos inoculantes comerciaisBradyrhizobium elkanii SEMIA 587 e SEMIA 5019;
Bradyrhizobium japonicurfSEMIA 5079 e SEMIA 5080. Avalia¢gées conduzidas raoma
das regides produtoras de soja brasileiras mostrque estas estirpes possuem alta eficiéncia
em fixar nitrogénio atmosférico em simbiose commfaa de soja (Zillet al, 2005).Contudo,

a qualidade dos produtos oferecidos comercialmegfeer uma verificagdo apropriada para
estabelecimento de células vidveis para o proakssodulacéo.

A tendéncia para uso de inoculantes liquidos teilitéado a pratica da inoculacdo em
campo. No entanto, o sucesso da inoculagdo depdadgualidade dos inoculantes
comerciais, 0s quais devem ser fabricados conpestirecomendadas pelos laboratérios de
pesquisa credenciados e apresentarem uma quantidadea de células de bradirrizébio
(1,0 x 16 células viaveis por grama ou ml). Atualmente,gislacéo que rege a producéo de
inoculantes é regulamentada pela instrucdo noremafii3 (24/04/2011) e, registrada no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimemtasileiro (MAPA).

Tratando de um produto composto por materiais biot) os prazos de validade dos
mesmos, geralmente sdo curtos (no minimo 6 mediBsiltando a producéo e estocagem do
mesmo. Além dos constituintes da formulacdo, oénii contido no interior das embalagens
tende a sofrer uma reducgéo dificultando mais aindabrevivéncia das células bacterianas no
produto.

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar aahilidade das células de
bradirrizobios em inoculantes liqguidos comerciais para soja, efaratites periodos de
armazenamento.
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MATERIAL E METODOS
Amostras Bioldgicas

Os inoculantes comerciais liquidos para soja forailizados nos testes bioquimicos e
fisiologicos. Estes compostos @r japonicumSEMIA 5079 eB. elkaniiSEMIA 587, foram
acondicionados sob condi¢coes recomendadas pelodate e suas idades correspondiam a
12, 27 e 48 meses desde a data de fabric#g@ise das caracteristicas das amostras
biolégicas

Os inoculantes foram analisados quanto a densigtézde (DO 600) através da leitura
em Biofotometro (Eppendorf) e o pH foi medido enmptro (Analyser pH 300). Os mesmos
também foram inoculados em meio de cultura YMA s@r@roceder a contagem de unidades
formadoras de colénias (UFCs) pelo método de ditugeriada.

Ensaio Respiratorio pela reducdo de INT

Para a verificagdo da taxa respiratoria dos inoteda acima descritos, foram
submetidos a um ensaio bioquimico de reducdo de (EN(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-
fenil tetrazolium) em INT-Formazan como descrita gonmermann (1978), Trevors (1984)
e Rodrigues (1992). Todas as andlises foram relakizam triplicata e os valores Unicos
representam a média encontrada.

RESULTADOS

Anadlises das caracteristicas dos inoculantes em @liéntes idades e diferentes cultivos de
B. elkanii

Os inoculantes foram analisados quanto ao nime@ldéas (UFC), pH, densidade
Optica (DO 600) e andlise da cadeia respiratondrg® etandlico) e os resultados estdo
ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1: Analise das caracteristicas de Inoculantes emedifes periodos de armazenamento

Condigbes de Cultive (cels/ml) DO (600nm) | pH* | DO INT-formazam
I noculante 12 meses 1,43 x 1€ 3,C 7,0¢ 0,23(
Inoculante 27 meses | 3,32 x 1€ 5,1 7,1 0,411
I noculante 48 meses 0,4 x 1¢ 7,2 7,04 0,121

*pH Inicial da formulacdo dos inoculantes (pH 2)6,

Os produtos com 12 e 27 meses apresentaram numeardludas considerado dentro

dos padrdes das entidades fiscalizadoras de e®mteohualidade, que é de no minimo 1,0
x10°, entretanto, o de 48 meses apresentou um numaréluas inferior ao recomendado. O
pH registrado para a formulagédo (utilizada comorfagara as demais leituras) foi inferior
ao encontrado nos inoculantes analisados. Porérnfonébservado alteragfes significativas
de pH. Quanto a analise da DO dos mesmos, quaniar matempo de estocagem dos
inoculantes, maior a densidade otica dos mesmaosgose inoculante de 48 meses, 0 que
apresentou o maior valor na leitura.

Os dados obtidos pelo ensaio de reducdo corroba@sndados obtidos com a
contagem de células dos mesmos inoculantes, emogoge um aumento de células
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principalmente no inoculante de 27 meses de idfgerd 1). Um grande decréscimo na

densidade 6tica ocorreu em 48 meses, inoculantagnesentou menor namero de células.

-
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Figura 1: Analise espectrofotométrica do extrato etandlimveniente dos inoculantes em
diferentes tempos de estoque. E extratos etandhfo$-ormazam — inoculante 12 meses;
B — inoculante 27 meseS§;— inoculante 48 meses.

DISCUSSAO
Analises das caracteristicas dos inoculantes em eli€éntes idades

O desenvolvimento de tecnologia visando a produg@oinoculantes liquidos se
tornou importante para a diminuicdo dos custosrddytéo e para a real utilizacdo desse
insumo pelos produtores de soja (Hungtial , 2007).

Um processo de aumento gradual da DO (densidadsappibde ser observado nos
inoculantes analisados em relacdo a idade dos msegpu@mnto maior o periodo de estoque
dos inoculantes, maior a quantidade de muco viscbsp maior parte das estirpes a
guantidade de muco produzida é proporcional aodeaepcrescimento (Martiret al, 1997).
Além de producdo de exapolissacarideos (EPS) pidmyelas bactérias no meio (quanto
mais antigo o inoculante maior concentracdo de EESle composto tem importancia
conhecida para fenbmeno de reconhecimento, integéleréncia dos rizobios nas raizes da
planta hospedeira (Stougaard, 2000). Sendo assses eompostos podem ser detectados
através da leitura da densidade Optica aumentantEsea ou podendo também ser atribuido
ao acumulo de células mortas.

O inoculante estocado durante 48 meses apresemtauimnero de células inferior ao
recomendado, sendo assim, um periodo extremameoiengado de estocagem (4 anos)
influenciou diretamente o nimero de célwésveis uma vez que 0s nutrientes contidos na
formulagéo tendem a se esgotar, refletindo o namhedeactérias encontradas no mesmo.

Ensaio bioguimico de cinética respiratoria atravésla reducéo de INT a INT-Formazan
dos inoculantes

O sistema de transporte de elétrons (ETS) é um @oempe comum em bactérias,
permitindo, através do processo respiratorio, alygéo de energia na forma de ATP. O
sistema ETS reduz 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitroferbbfenil tetrazolium (INT) & INT-Formazan,
uma vez que o INT compete diretamente com o oxigérlecular como aceptor final de
elétrons. Métodos bioquimicos, como a determinagéatividade do sistema de transporte de
elétrons (ETS) tém sido empregados para a dosagerarssumo de oxigénio. Baseado neste
processo de reducdo, as bactérias que estdo nekpieumulam intracelularmente INT-
Formazan, tornando-se um método eficiente paraisanaa viabilidade de células em
diferentes condigBes (Zimmermann, 1978; Maumteal, 2001). Apds consolidado este
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processo, dosagens das taxas de acumulo de INTaEampodem ser realizadas através de
espectrofotometria e também através de microscqaea verificacdo dos “spots”
intracelulares de INT-Formazan

Uma vez que o ensaio de reducdo da cadeia res@ratérca as células que estédo
respirando, estas acumularam intracelularmenteTeHdrmazan que depois foi extraido para
obtencdo deste extrato. Conforme se observou,cnlsnate de 27 meses foi 0 que apresentou
maior indice respiratorio (Tabela 1 e figura 1).

CONSIDERACOES FINAIS

Andlises das caracteristicas dos inoculantes nositeen aferir que o processo de
estocagem em até 27 meses ndo afetou o niumerdudkes a@s inoculantes, sendo que este
namero permaneceu dentro dos padrdes recomendazlas pntidades fiscalizadoras.
Contudo, quando o produto é estocado por um prattmgeriodo de tempo (48 meses)
ocorre um decréscimo acentuado no numero de cé&ulasnbém na atividade da cadeia
respiratéria qudoi demonstrado através da reducao de INT a INTraaen. Fato este que
pode ser atribuido ao esgotamento dos nutrienteidos na formulagédo refletindo no
namero de células. Um aumento da densidade épiEdandculantes foi observado, podendo
estar relacionado a producdo de compostos como E#telo este produzido em maior
guantidade com o aumento da idade desses prodotiependente da idade e qualidade,
todos os inoculantes testados em simbiose comaglade¢ soja mostraram-se capazes de
induzir a formagdo de nodulos caracteristicos (slatiio mostrados) apesar de ndo se ter
avaliado a capacidade desses ndédulos em fixarg@itio ou a produtividade da planta
inoculada.
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