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Resumo

Fungicidas associado a inoculantes pode reduzir a sobrevivéncia de rizobio em sementes. O objetivo foi
avaliar a sobrevivéncia de Bradyrhizobium sp. em sementes de caupi tratadas com carbendazin e com
inoculantes formulados com carboximetilcelulose (CMC). Sementes foram inoculadas com uma estirpe
de Bradyrhizobium. O CMC foi empregado em dez concentracdes. A sobrevivéncia da estirpe foi
avaliada aos 0, 1, 2, 3, 4, 12, 24, 96, 192 e 768 h de armazenamento das sementes tratadas com esses
produtos. O nimero de células vidveis foi obtido pela contagem das unidades formadoras de coldnias,
pelo método das diluicdes seriadas. Concentragdes como 0.25 e 0.75 g/L. do CMC foram capazes de
manter a viabilidade celular por 768 h apds o tratamento com carbendazin. Mesmo sem um padrdo de
crescimento, a combinacdo do inoculante veiculado pelo CMC com o carbendazim permite a
sobrevivéncia do rizébio, em muitas das concentragdes do polimero e em alguns dos periodos de
armazenamento das sementes.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, Rizébio, Polimero

Abstract

Fungicides associated with inoculants can reduce the survival of rhizobia in seeds. The objective was
to evaluate the survival of Bradyrhizobium sp. in cowpea seeds treated with carbendazin and inoculants
Sformulated with carboxymethylcellulose (CMC). Seeds were inoculated with a Bradyrhizobium strain.
CMC was used in ten concentrations. Strain survival was evaluated at 0, 1, 2, 3, 4, 12, 24, 96, 192 and
768 h of storage of seeds treated with these products. The number of viable cells was obtained by
counting the colony-forming units, using the serial dilution method. Concentrations such as 0.25 and
0.75 g/L of CMC were able to maintain cell viability for 768 h after treatment with carbendazin. Even
without a growth pattern, the combination of the inoculant conveyed by the CMC with carbendazim
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allows the rhizobia to survive, in many of the polymer concentrations and in some of the seed storage
periods.
Key words: Vigna unguiculata, Rhizobium, Polymer

Introducao

O caupi é um feijdo muito produzido nas regides norte e nordeste do pais, estando presente
tanto na agricultura familiar quanto no agronegdcio, mas com grande representacio ainda pelo
pequeno produtor rural. Apesar da extrema importancia econdmico-social para o Brasil, a
cultura ainda possui baixa produtividade, justificada, entre outros fatores, pelo uso de cultivares
pouco produtivas, e também, pela baixa disponibilidade de nutrientes em alguns tipos de solos,

em especial o nitrogénio, e pelo baixo nivel de tecnologias voltadas para cultura nessas regioes
(CHAGAS JUNIOR et al., 2010; SOUZA, 2017).

Devido a tolerancia para a adaptacdo em ambientes ndo favordveis é que a cultura do caupi
interage bem com rizobios, facilitando os processos de fixagdo bioldgica do nitrogénio - FBN
(MARTINS et al., 2003; ZILLI et al., 2006; VIEIRA et al., 2010). A cultura estabelece boa
relacdo com Bradyrhizobium sp. e na literatura existe algumas pesquisas de inoculagdo deste
rizobio combinado ao uso de agroquimicos, dentre eles inseticidas, fungicidas, micronutrientes,
etc (SILVA NETO et al., 2013; SANTOS et al., 2018). No entanto, pesquisas afirmam que estes
produtos podem ter efeito deletério sobre os rizébios, e, portanto podem reduzir a FBN.

Sabe-se que a FBN representa uma grande economia em comparagdo aos custos com a
adubacdo quimica com fontes nitrogenadas, sendo que esse processo se dd através da inoculacao
de sementes com formulacOes apropriadas, técnica de custo acessivel e de facil operacdo
(KUSDRA, 1998). A reducdo de fertilizantes nitrogenados e o uso de rizébios em sementes se
racionaliza com os principios agroecoldgicos, pois estimula a produ¢@o de alimentos nutritivos
e seguros com a preservacao dos seres vivos e do meio ambiente (ARIAS, 2016).

Os processos de producdo de inoculantes t€ém produzido produtos excelentes, mas ainda nao
tém a confianca total dos agricultores devido formula¢cdes nem sempre eficientes (ARIAS,
2016). Fatores podem reduzir a eficiéncia do rizébio e competir para o lancamento de novas
formulacdes, mais vidveis e eficientes. Neste contexto, pesquisas devem ser realizadas para
verificar a interacdo dos rizébios com outros produtos que sdo aplicados normalmente nas
sementes, tais como os fungicidas, inseticidas, micronutrientes € outros.

Algumas pesquisas t€m demonstrado o efeito de fungicidas de sementes na eficiéncia
agrondmica de rizébios nas diferentes culturas a nivel de campo, porém poucos trabalhos
relatam o efeito da combinacdo desses fungicidas com os inoculantes, nas mais variadas
formulacdes, na sobrevivéncia do rizébio em ambiente controlado.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia de um rizébio em sementes
de feijado-caupi tratadas com um fungicida e com inoculantes liquidos formulados com o
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polimero Carboximetilcelulose (CMC), em diferentes concentragcdes e periodos de
armazenamento das sementes tratadas com esses produtos.

Material e Métodos

A pesquisa foi de natureza quantitativa e experimental. A mesma foi realizada no Laboratério
de Biotecnologia/Microbiologia de Solos do IFMA Campus Sao Luis- Maracand em Sdo Luis-
MA.

Obtencao das sementes de feijao caupi

Foi obtido um lote de sementes de feijao caupi da cultivar BRS Aracé. As sementes utilizadas
no experimento passaram por tratamento com fungicida a base de carbendazin na dose de 200
mL/100 kg de sementes do produto comercial. As sementes tratadas foram postas para secar
em papel filtro esterilizado em temperatura ambiente.

Obtencao do rizébio: estirpe de referéncia e condi¢coes de crescimento

A estirpe de rizébio de referéncia que foi utilizada foi a Bradyrhizobium sp. — UFLA 03-84 (=
SEMIA 6461), eficiente na simbiose com o feijao caupi (LACERDA et al. 2004). A estipe foi
cultivada em meio de cultura YMA (VINCENT, 1970) (10 g/L de manitol, 0,01 g/L. de K;HPOu,
0,04 g/L de KH2PO4, 0,05 g/L. de MgS0O4.7H20, 0,01 g/L NaCl, 0,4 g/L de extrato de levedura
em po, 15 g/L 4gar, pH ajustado a 6,8-7,0) a 28 °C (FARIAS, 2014).

Preparo das formulacdes do inoculante com o polimero CMC

Foi utilizado o meio YMA como solucdo, descrito sucintamente: manitol 10 g/L, como fonte
de carbono. Foi utilizado o polimero Carboximetilcelulose (CMC) como veiculo liquido nas
formulacdes do inoculante. Apds o preparo, as formulacdes foram esterilizadas em autoclave a
120 °C. Para a padronizacdo da concentragdo do indculo, as estirpes foram inoculadas em
Erlenmeyer (125,0 mL), contendo 45,0 mL de meio YMA liquido (pH 6,8) e incubada em
agitador orbital a 110 rpm e 28 °C, durante 72 h, até densidade 6ptica de 0,5 a 600 nm (DO600),
equivalente a 1,5x10® UFC/mL pela escala de McFarland. Posteriormente, uma aliquota de 0,1
mL do in6culo foi adicionada a frascos de vidro lavados com dcido e esterilizados com meio
YMA liquido modificado. Os frascos foram distribuidos em uma incubadora a 110 rpm e 28°C.
Para auxiliar a deteccdo de possiveis contaminagdes, por alteragcdes em pH do meio durante a
avaliacdo, tratamentos controles sem inoculacdo foram mantidos. Aliquotas de 0,1 mL do
in6culo da estirpe inoculante UFLA 03-84 foi inoculada em cada uma das formulagdes. Em
seguida, as formulacdes foram transferidas para tubos de centrifugacdo em polipropileno fundo
codnico, com tampa alongada a prova de vazamentos, com capacidade de 50 mL, esterilizados
por radiacdo gama. As amostras foram armazenadas em agitador orbital a 110 rpm e 28 °C
(adaptado de FARIAS, 2014; CARDILLO, 2015).
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Inoculacio das sementes de caupi tratadas com fungicida com as formulacées do
inoculante veiculadas pela carboximetilcelulose (CMC)

A inoculacdo do rizébio nas sementes de caupi foi realizada apds a aplicacdo do fungicida
carbendazin. Apds o tratamento fungicida, sementes de caupi foram inoculadas com as dez
concentracdes do inoculante formulado com o veiculo carboximetilcelulose (CMC), em lotes
de 200 sementes, sendo selecionadas aleatoriamente do lote, com 500 pL de inoculante liquido.

Em seguida, as mesmas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia do rizébio, apds serem
submetidas a dez periodos de armazenamento (0, 1, 2, 3, 4, 12, 24, 96, 192 e 768 horas) das
sementes tratadas com esses produtos.

Avaliacao da sobrevivéncia do rizobio nas sementes tratadas com fungicida e inoculadas
com as formulacées liquidas do inoculante veiculadas pela carboximetilcelulose (CMC)

A sobrevivéncia do rizébio foi avaliada em sementes tratadas e nao tratadas (testemunha), num
total de dez concentragdes, dez periodos de armazenamento, com trés repeti¢des.

Para isto, foi utilizado o método de diluicdes seriadas. Vinte sementes, retiradas aleatoriamente
de amostras com 200 sementes, de cada tratamento estdo sendo colocadas em Erlenmeyer
contendo 90 mL de soluc¢do salina 0,85% estéril e agitadas por 15 minutos, sendo considerada,
inicialmente, a dilui¢do 10!, A partir dessa diluicdo, aliquota de 1,0 mL de cada formulac@o foi
diluida sucessivamente até 107.

Aliquotas de 20 pL foram inoculadas em placas de Petri com meio YMA, por meio da técnica
de microgotas, e secadas na cabine bacteriologica durante 20 minutos antes de ser invertida e
depois incubada a 28 °C, por um periodo de até 144 h. As avaliacdes foram realizadas em
quadruplicatas (adaptado de FARIAS, 2014; CARDILLO, 2015).

O numero de células vidveis foi determinado pela contagem de unidades formadoras de
coldnias, para cada tratamento em delineamento inteiramente casualizado (DIC) aos 0, 1, 2, 3,
4,12, 24,96, 192 e 768 horas de armazenamento das sementes tratadas com o fungicida e com
os inoculantes.

O ndmero de unidades formadoras de coldnias por mililitro foi calculado utilizando a seguinte
formula: Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) = Numero de Col6nias por dilui¢do x
Fator de diluicgao.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 sdo apresentadas as concentracdes do polimero sintético Carboximetilcelulose
(CMCO), obtidas experimentalmente, as quais foram utilizadas nas formulacdes dos inoculante

Cadernos de Agroecologia — ISSN 2236-7934 - Anais do 1° Congresso Online Internacional de
Sementes Crioulas e Agrobiodiversidade - Dourados, Mato Grosso do Sul- v. 15, n°. 4, 2020.




21/09/2020 a 25/098/2020
Conectando ldelas Saberes Sementes e_A

do ensaio. Para definir essas concentracdes, foram feitos ensaios para verificar as consisténcias
adequadas das mesmas.

Os dados apresentados estdo expressos como médias obtidas na maior dilui¢do (10), o que
corresponde ao maior nimero de UFC por microlitro do inoculante.

TABELATI. Concentracdes (g/L) do polimero Carboximetilcelulose (CMC) obtidas para o
preparo das formulacdes do rizébio visando a inoculacdo de sementes de feijao caupi tratadas
com fungicida.

Polimero Concentragdes (g/L)

CMC 0 005 025050 075 1.0 1.25 1.5 1.75 2.0
Fonte: Prépria (2020)

Na Tabela 2 sdo observados os resultados obtidos pelo uso do polimero Carboximetilcelulose
(CMC), nas concentragdes de 0 a 2 g/L.. Observou-se, que com a utilizacdo do CMC, em suas
vdrias concentracdes, ndo houve um padrdo na manutencdo da viabilidade celular da estirpe
avaliada. Algumas concentracdes como 0.250 e 0750 g/LL do CMC mantiveram uma viabilidade
celular até o tempo méximo de 32 dias ou 768 horas apds o tratamento das sementes com o
fungicida utilizado no estudo.

No entanto, concentragdes a partir de 1.25 g/L. de carboximetilcelulose proporcionou bons
valores de UFC do microrganismo estudado, em vérios periodos de armazenamento das
sementes. Assim, o polimero CMC, nessas concentracdes, podem atuar como um veiculo para
formulacdes de inoculantes agricolas com Bradyrhizobium sp., em sementes de caupi tratadas
com carbendazin (Tabela 2).

TABELAZ2. Sobrevivéncia da estirpe de Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 (SEMIA 6461) em
sementes de feijdo-caupi tratadas com fungicida e submetidas a formulagdo com o polimero
Carboximetilcelulose (CMC) nas concentracdes de 0 a 2 g L'!(dados da dilui¢do de 10”).

Concentracao Periodo de UFC
(g/L) armazenamento (horas) (média)

0 9,2 x 107

1 9,6 x 10”

0 2 1,4 x 10°

3 1,0x 10°

4 8,4x 107°

12 15,6 x 10°

24 3,1 x10°

96 10,1 x 107

192 44x 107

768 5,8x 107

0 0,0x 10°
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0.05 1 1,0 x 107
2 0,0x x 10?
3 1,0 x 107
4 3,0x 107°
12 0,0 x 107
24 0,0x 10”
96 0,0x 10°
192 1,0 x 107

768 2,5x 107
0 4.8 x 107
1 1,4 x 107
2 1,8x 107
3 6,2 x 107

0.25 4 23x 107
12 6,5x 107
24 7,6x 107
96 0,0x 10°
192 2,3x 107
768 16,7 x 107
0 4,5x 107
1 6,0x 107

0.5 2 3,0x 10°
3 6,0x 10?
4 3,0x 107
12 2,0x 107
24 0,0x 107
96 43 x 107
192 1,0x 107

768 3,0x 10°
0 0,0x 10?
1 3,0x 107
2 2,5x 107
3 4.4 x 107

0.75 4 1,0x 10
12 17,8 x 107
24 12,6 x 107
96 5,3 x 107
192 1,0x 107
768 2,4 x 107

0 2,3x 107
1 1,8x 107
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1.0 2 2,0x 107
3 0,0x 10°
4 0,0 x 107
12 3,0x 107°
24 0,0 x 107
96 2,0x 107
192 54x 107
768 7,5 x 107
0 8,2x 10
1 7,6x 107
2 15,1 x 10°
3 13,0 x 107°
1.25 4 3,3x 107
12 1,5x 107
24 12,9 x 107
96 30,4 x 10
192 24,8 x 107
768 25,8 x 107
0 2,9 x 107
1 2,6x 107°
2 2,3x 107
3 3,0x 10°
1.5 4 36,2 x 10
12 2,0x 107
24 2,0 107
96 233 x 107
192 29.3x 10°
768 13,7 x 107°
0 3,0x 10°
1 43x 107
2 1,0x 10
3 2,0x 107
1.75 4 1,0x 10°
12 8,5x 107?
24 18,3 x 107
96 4,1x 107
192 5,6 x 107
768 20,6 x 107
0 52 x 107
1 1,0 x 107
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2 4,7x 107

3 32,2x 107

4 3,8x 107

2.0 12 1,5x 107
24 3,2x 107°

96 26,2 x 107

192 14,4 x 107

768 9,0 x 107

UFC: Unidade Formadora de Coldnia.
Fonte: Prépria (2020).

Estudos com o carboximetilcelulose (CMC) tem mostrado este ser um polimero bastante
promissor quanto a sua utilizagdo em formulagdes poliméricas, como no caso da misturas de
CMC e amido, visando a utilizacdo como veiculo ou suporte para inoculantes (RHOR, 2007;
FERNANDES JUNIOR et al., 2009).

Em feijoeiro comum, Kintschev et al. (2014) verificaram que a sobrevivéncia das estirpes de
rizobio (Rhizobium tropici + Rhizobium freirei) inoculadas nas sementes foi afetada pela
aplicacdo de diferentes fungicidas, principalmente pelos produtos com modo de agdo por
contato. Na presente pesquisa, com sementes de caupi, foi utilizado um fungicida sistémico, no caso o
carbendazin, o qual, quando combinado com as concentracdes do CMC, ndo proporcionou um padrao
de crescimento do rizébio estudado. Santos et al. (2018), em estudo de compatibilidade dos
fungicidas tiofanato metilico + fluazinam com rizébios, verificaram que estes fungicidas foram
compativeis no tratamento de sementes de caupi, pois ndo inibiram in vitro o crescimento da
estirpe INPA 03-11B de Bradyrhizobium japonicum.

Conclusoes

Na anélise da sobrevivéncia da estirpe de Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 em sementes de
feijao-caupi cv. BRS Arac€, ndo hd um padrao de crescimento no nimero de células vidveis do
rizobio em fungdo das concentragdes (0.05, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75 e 2.00 g L
1 do polimero carboximetilcelulose (CMC) e dos periodos de armazenamento (0, 1,2, 3,4, 12,
24,96, 192 e 768 h) das sementes tratadas com esses produtos.

Mesmo sem a observacgdo desse padrdo de crescimento, a combinagdo do inoculante veiculado
pelo CMC com o fungicida carbendazim permite a sobrevivéncia do rizébio avaliado, em
muitas das concentracdes do polimero, e em alguns dos periodos de armazenamento das
sementes tratadas do presente estudo.
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