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RESUMO GERAL

O emprego de bactérias fixadoras de mbduliferas (BFNN),
capazes de estabelecer associacao simbidtica gumilgosas, pode suprir
as demandas de nitrogénio da cultura, aumentasdutividade e amenizar
0s impactos da agricultura no ambiente. No Brasimelhor exemplo de
fixacdo biologica de Né a inoculacdo de BFNN do gén&adyrhizobium
em culturas de sojaG{ycine max(L.) Merrill). Porém, o sucesso da
inoculacdo em leguminosas estd associado a unvcefptiograma de
controle de qualidade. Assim, na primeira partéedestudo, o objetivo foi
testar métodos oficiais estabelecidos pela ledislagrasileira e outras
técnicas para avaliar a qualidade de inoculantesemais para soja que
reduzam o tempo e o custo operacional na manipukdgs analises. Foram
avaliados meios e métodos de contagem de céludagisie amplitude de
erro decorrente do avaliador em 11 inoculantes dderentes substratos,
contendo estirpes aprovadas para soja, registradosMinistério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Todos osutantes atenderam aos
critérios referentes as concentracdes minimas tades formadoras de
colénias (UFC) e numero maximo de UFC de contant@saastabelecidos
pela legislagdo. Nossos resultados indicaram qtécmica de microgota
apresentou vantagens sobre a técnica por espaltames procedimentos
operacionais, no custo experimental e na estimdtveontagem de UFC. O
meio de cultura 79 com vermelho Congo ou com arubmmotimol foi
eficaz para contagem de coldnias bacterianas. Rogénadicdo de
vancomicina ndo inibiu as bactérias contaminantegie houve diferenca
nos resultados de contagem de células entre dadmads. Na segunda parte
desse estudo, o objetivo foi avaliar a eficiénambgtica de isolados com
caracteristicas culturais distintas das estirBegaponicume B. elkanii
presentes em inoculantes comerciais para sojaratesizacao cultural e o
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foranzatlbs na identificacao
dos isolados. Os isolados e as estirpes recomen&dIA 5079, SEMIA
5080, SEMIA 587 e SEMIA 5019 foram testadas seammhte para a
mesma cultivar de soja em condi¢Bes controladasasa de vegetacdo. Os
isolados foram caracterizados em grupos cultuiatstbs. A identificagao
pelo sequenciamento do gene 16S rRNA mostrou gquenglisolados néo
apresentavam similaridade com as estirpes ino@dana formulacdo do
produto. Ndo houve perda na capacidade de noduldg&o isolados
estudados. Contudo, houve significativa diferengas rcaracteristicas
simbidticas entre os isolados, as estirpes inotagar 0s controles sem
nodulacdo. Porém, a presenca de variantes morfo®gou de rizébios
exoticos ndo influenciou nas caracteristicas sitidai® dos produtos
inoculantes. Os resultados deste estudo dispaaibili informacdes
metodoldgicas importantes para programas de cerdembfualidade.
Palavras chave:Bradyrhizobium Rizébios. Fixacdo biologica de
nitrogénio.  Técnicas de contagem. InoculanteseneG16S rRNA.
Agricultura. Soja.



GENERAL ABSTRACT

The use of nodulating Nixing bacteria (NNFB) capable of establishing
mutualistic symbiosis with legumes can meet plamédgds in an economic
and environmentally sound way. In Brazil, the besample of biological
nitrogen fixation (BNF) use is the NNFB inoculatiprocess with the genus
Bradyrhizobiumin soybean Glycine max(L.) Merrill) cultivation, where,
chemical N fertilizer was completely replaced. Buecess of inoculation in
legumes is associated with an effective qualitytmdmprogram. The first
part of this study aimed to test the official methastablished by Brazilian
legislation and other techniques to evaluate thalityuof commercial
soybean inoculants that purport to reduce the éintecost of performing the
analyses. We evaluated the media and techniquexotorting viable cells
and the error amplitude introduced by analysts df idoculants with
different substrates containing strains approvedsdybeans registered with
the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestocknd Supply (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento). All inocufamet the criteria for
the minimum levels of colony-forming units (CFU) dathe maximum
number of contaminant CFU established by legistatdur results indicate
that the microdrop technique was superior to theaging technique in
operating procedure, experimental cost, and estn@F~U count. Culture
medium 79 with Congo red or bromothymol blue wdsdative for counting
bacterial colonies. However, bacterial contaminaet®ained uninhibited
after vancomycin addition. There was no differencethe cell counts
between analysts, but all materials and proceduegs strictly standardized.
In the second part, the objective was to evalusesymbiotic effectiveness
of isolates with distinct cultural characteristafsB. japonicunstrains andB.
elkanii present in commercial inoculants for soybean. Calt
characterization and partial sequencing of the rEG$A gene were used to
identify the isolates. The isolates and strainomaoended SEMIA 5079,
SEMIA 5080, SEMIA SEMIA 587 and 5019 were testedasately for the
same cultivar under controlled conditions in gremrge. The isolates were
characterized in different cultural groups. Thentifecation by sequencing
of the 16S rRNA gene showed that some isolates athaw similarity with
the inoculants in product formulation. There wadoss in nodulation of the
isolates. However, there was significant differenée symbiotic
characteristics among isolates, the inoculants aahtrols without
nodulation. However, the presence of morphologicatiants or exotic
rhizobia did not influence the characteristics bé tsymbiotic inoculant
product. The results of this study provide importanformation for
methodological quality control programs.

Keywords: Bradyrhizobium rizhobia, biological nitrogen fixation, counting
techniques, inoculants, 16S rRNA gene, agricultsogbean.
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PRIMEIRA PARTE
INTRODUCAO

O aumento da demanda por fertilizantes quimico&mbito mundial, associado com o
descompasso na sua oferta, ocasiona a elevaciwedas a niveis cada vez mais inacessiveis,
nao s6 aos pequenos e médios, mas também aosgpndatores. Neste contexto, torna-se de
fundamental importancia a contribuicdo dos processalogicos na agricultura para equilibrar
entre os ganhos econdmicos e 0s impactos ambigitaais. A sustentabilidade na agricultura
esta relacionada com o emprego de produtos bi@$ggue promovam o aumento da
produtividade vegetal, a redugdo no custo da p&mlagricola, na diminuicdo do uso de
combustiveis fésseis e em amenizar a poluicao ko da agua e da atmosfera. No Brasil, a
cultura da soja € o melhor exemplo de como um geméiolégico pode ser manejado
eficientemente. Nessa cultura, ocorre a substiuigéal de adubos quimicos nitrogenados pela
inoculac@o com bactérias fixadoras de nitrogénkeNB

A selecdo de bactérias eficientes associadas dwraaiento vegetal gerou variedades
de soja altamente responsivas a esse processgibimld associacdo simbidtica com BFN do
géneroBradyrhizobiumé um dos fatores responsaveis pelo sucesso datipiddde da soja.
No Brasil, as estirpes aprovadas como inoculardes capazes de suprir completamente a
demanda por N da planta hospedeira. Além dissasesstirpes apresentam potencial para o
ganho de produtividade vegetal, boa competitividaala as comunidades microbianas nativas
e adaptacdo as condicdes edafocliméticas do local.

A eficicia da inoculacdo em leguminosas esta miadia a um eficiente programa de
controle de qualidade dos produtos inoculantesst@belecimento de parametros e métodos de
analises é primordial para fiscalizacdo dos pradubdo Brasil, o MAPA em parceria com
empresas e instituicbes de ensino e pesquisa apraMonas especificas para o controle de
gualidade de inoculantes utilizados na agricultdraomercializacdo de inoculantes de baixa
qualidade pode comprometer e inviabilizar a utiigada tecnologia de inoculagéo.

Em virtude do aumento acentuado da producé@o deesd{aéxito da biotecnologia da
inoculacdo, o controle de qualidade desses prodiges ser realizado com métodos rapidos e
eficazes. Além desses, a descricdo de caractasistiglturais e genéticas das estirpes dos
inoculantes pode auxiliar na padronizacado dos posdigarantindo sua eficiéncia simbiotica
com a planta hospedeira. Assim, os objetivos deatealho foram testar métodos oficiais
estabelecidos pela legislacdo brasileira; propdrasutécnicas para avaliar a qualidade de
inoculantes comerciais para a soja que reduzissetengpo e 0 custo operacional na

manipulacdo das analises e avaliar a eficiéncidiétina de colénias com caracteristicas



culturais distintas das estirpBsadyrhizobium japonicura B. elkaniipresentes nos inoculantes.
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REFERENCIAL TEORICO
1 A BIOTECNOLOGIA DA INOCULACAO

A producéo sustentavel de uma cultura agricola &séciada a um manejo adequado
de nutrientes no solo. O nitrogénio (N), por exam@ essencial para o desenvolvimento
vegetal, sendo suas principais fontes a matérignarg do solo, os fertilizantes industriais e o
processo de fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN& FBN, compostos nitrogenados séo
disponibilizados diretamente para a planta, evidaadua perda por volatilizacéo, lixiviagéo e
desnitrificacdo. Assim, a utilizacdo de bactérigadoras de binoduliferas (BFNN), capazes de
associarem-se simbioticamente com leguminosas, pgeir parte ou totalmente as
necessidades de nitrogénio de certas plantas.

A fixacao biologica de nitrogénio € mediada poliasiespécies de procariotos presentes
nos solos e na rizosfera, podendo estabelecefesagimbidticas ou associativas com uma
variedade de espécies de plantas, contribuindo swan nutricdo nitrogenada (MOREIRA,
2010). Bactérias dos géneradfiorhizobium Azorhizobium Bradyrhizobium Mesorhizobium
Rizhobiune Sinorhizobiunséo agrupadas genericamente como rizébio, possaindpacidade
de infectar as raizes de plantas leguminosas eafopmquenas estruturas denominadas de
noédulos. A presenca do complexo enzimatico da gemmase nas células de microrganismos
fixadores de nitrogénio promove a reducédo de rémagelementar (N atmosférico em amonia
(NH3) assimilavel. A contribuicdo microbiana de nitrogéno planeta pode ser de 175 X 10
toneladas, ou seja, 65% do total do nitrogénio (MO, SIQUEIRA, 2006).

O isolamento e a caracterizacdo de microrganisnossalo capazes de produzir
compostos promotores do crescimento de plantasirsportantes para melhorias no uso
eficiente de fertilizantes e no aumento de produédselecdo das estirpes ocorre com base no
potencial para o ganho de produtividade vegetal, grau de competitividade com as
comunidades microbianas nativas e na adaptacaasdessrpes as condi¢des edafoclimaticas
do local. Caso a estirpe selecionada apresentagi@iteagricola, varias medidas devem ser
adotadas para sua indicacdo como inoculante. laomd sdo biofertilizantes, definidos como
produtos ou formulacdes contendo microrganismoecemiados, que quando aplicados as
sementes, na superficie das plantas ou no solmizam a rizosfera ou o interior das raizes,
aumentando a disponibilidade de nutrientes priragara a planta hospedeira (VESSEY, 2003;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A tecnologia da inoculaggom BFNN em sementes de

leguminosas noduliferas pode aumentar a produtieideeduzir o custo na producédo agricola,
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diminuir o uso de combustiveis fosseis e amenizaslaicdo do solo, da agua e da atmosfera,

contribuindo assim para a sustentabilidade nawalgria.

1.1 Bradyrhizobium ssfE A CULTURA DA SOJA

No Brasil, o0 exemplo mais bem sucedido de aplicalgitecnologia da inoculagéo é a
utilizacdo de BFNN do géneRradyrhizobiumnas culturas de soj&lycine maxL.) Merrill),
em que, gracas ao melhoramento da planta e a sellecdbactérias eficientes, a adubacéo
guimica nitrogenada foi totalmente substituida,ende uma economia de bilhdes de dolares
anuais pelos produtores (MOREIRA; SIQUEIRA, 200RARNCO, 2009).

O género Bradyrhizobium é caracterizado por bactérias Gram-negativas, com
crescimento lento, capazes de alcalinizar o meioi®azul de bromotimol (VINCENT, 1970),
produzir muco com consisténcia variada e promoweulacdo nas raizes de soja (MOREIRA
et al., 1993; NEVES; RUMJANEK, 1997). No pais, qoastirpes sdo recomendadas para uso
como inoculante para sojdradyrhizobium elkanii(SEMIA 587 e SEMIA 5019) eB.
japonicum(SEMIA 5079 e SEMIA 5080). Em uma avaliacdo mdsiologica e simbibntica,
podemos diferenciar essas espécies principalmeslte gonsisténcia do muco (aquoso ou
viscoso) (Figura 1), na competitividade de nodwa@dJYKENDALL et al., 1988), eficiéncia
de fixacdo de N(FUHRMANN, 1990), resisténcia a antibiéticos (KUEKDALL et al., 1988)

e constituicdo dos exopolissacarideos (FRAYSSE; BDERKC; POINSOT , 2003).

Figura 1 Aspectos culturais das col6niasBlejaponicume B. elkaniiem meio de 79 com azul de
bromotimol. Simbolos: 1 — colénia aquosa Ble elkanii (SEMIA 587); 2 — colbnia viscosa dB.
japonicum(SEMIA 5079).
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A soja foi introduzida no pais no final do sécu® porém o seu plantio para fins
comerciais ocorreu apés a década de 1960 (ALVESE,&003). Hoje o pais é o maior produtor
de soja do mundo (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMERND, 2014). Como a soja é
uma espécie exoética no Brasil, pesquisas foramssaédas para o desenvolvimento de
variedades adaptadas ao solo e ao clima (ALVES; BED URQUIAGA, 2003). Embora
adaptada a altas latitudes e a clima temperadopansdo da soja no cerrado brasileiro
exemplifica sua boa adaptacéo a areas com climessas, solos acidos e alicos, além de uma
eficiente associacdo simbidntica cBmadyrhizobium spmessas condi¢des.

A expansdo da soja no pais e o0 sucesso na simgmosBradyrhizobiumpodem estar
relacionados com a ampla distribuicdo dessas lextéos solos brasileiros. A predominancia
do génerdBradyrhizobiumcomo simbionte de leguminosas florestais e hedasafferrageiras,
gréos e adubacéo verde) observada nos estudos m@radviet al. (1993), Moreira e Siqueira
(2006), Guimaraes et al. (2012), e Rufini et aD1#?) indicam uma grande diversidade de

espécies de bactérias nativas em solos tropicais.

1.2INOCULANTES COMERCIAIS

Programas para selecionar estirpes de rizébiosertiis e competitivas estdo em
operacdo no Brasil desde a década de 1960 (JARREMRE; VERNETTI, 1999). Porém,
diante da auséncia de padrdes metodolégicos pasmemdacdo de estirpes na agricultura,
apenas em 1985 foi criada a “Rede de Laboratéraoa [Recomendacéo, Padronizacdo e
Difusdo da Tecnologia de Inoculantes Microbiolégiate Interesse agricola — RELARE”.
Assim, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Alegaimento (MAPA), em parceria com a
RELARE, empresas e instituicdes de ensino e pesqpopds normas especificas para
controlar a qualidade de inoculantes comercialigadoutilizados na agricultura (BRASIL,
2011).

Para que uma estirpe bacteriana seja indicada fparacomerciais, como produto
inoculante, deve-se realizar uma série de expetovdaboratoriais e em campo antes da sua
recomendacdo. A instrucdo normativa MAPA3) de 25 de marco de 2011 (BRASIL, 2011),
descreve o protocolo oficial para avaliacdo da iMitgnle e eficiéncia agronbmica de cepas
inoculantes e tecnologias relacionadas ao procdsesfixacdo bioldégica de nitrogénio em
leguminosas. No geral, as caracteristicas dessjars inoculantes sdo: manter estabilidade
genética, produzir efeito sobre a cultura agricalampetir com populacbes microbianas
indigenas do solo, migrar do substrato do inocalg@ra a planta hospedeira e persistir em

ambientes adversos do solo na auséncia do hospedeir
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Em 2011, no Brasil, foram comercializadas aproxiamaginte 19 milhbes de doses de
inoculantes, sendo 99% destinados a soja, dang@aiadugar de destague como produtor de
inoculantes para leguminosas (ASSOCIACAO NACIONALE DPRODUTORES E
IMPORTADORES DE INOCULANTES, 2013). Outras legungas, como o feijao,
amendoim, ervilha, lentilha, forrageiras, arbéreagramineas, como milho, trigo e sorgo
também podem receber inoculantes, porém os estiedokiem econémica ndo séo divulgados.

Estima-se que para produzir 1.000 kg de gréos jdessefam necessarios 83 kg de N.
Para uma produtividade média nacional estimada paeafra 2013/14 de 2.966 kg 'ha
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014), seriamecessarios 246 kg ha
de N. Como a eficiéncia de aproveitamento doslifentites nitrogenados é de 50%, seriam
necessarios 492 kg hale N mineral. Assim, a substituicdo de fertilizanhitrogenados por
inoculantes geraria um expressivo lucro econdma@noducao, além de suprir a demanda da
cultura por nitrogénio. De acordo com Hungria et (2006), as estirpes aprovadas como
inoculantes para soja no Brasil sdo capazes de dp@ximadamente 300 kg de N'haom
eficiéncia de utilizacédo proxima a 100%. Além djss® deixado nos residuos culturais da soja
pode contribuir para as culturas em sucessao, gmnaxemplo, milho de segunda safra e
trigo.

Embora a &rea para plantio de soja no Brasil testabilizado nos ultimos anos (Figura
2), atualmente o pais € o maior produtor de sojandodo. A estimativa é de que a safra
2013/2014 alcance 90 milhdes de toneladas, o quesenta um incremento de 10,4% em
relacdo a safra 2012/13. De acordo com a Figuta &stabilizacdo na area de plantio e na
comercializacdo de doses de inoculantes nos Ultiamass, contrasta com 0 aumento na
producdo da soja. Esse aumento de producdo patea@sicionado, principalmente, ao uso de

tecnologias e manejo recomendado para a cultusajda
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Figura 2 Producédo, area com plantio e doses delmttes comercializadas para cultura da soja nsilBra
entre os anos de 1998 e 2011 (COMPANHIA NACIONAL DEBASTECIMENTO, 2014;
ASSOCIACAO NACIONAL DE PRODUTORES E IMPORTADORES DEOCULANTES, 2014)

1.3FORMULACAO E PRODUGAO DE INOCULANTES

Apoés verificar a eficiéncia e o potencial agron@mita estirpe, sua utilizacdo na
producdo comercial como inoculante ocorrerd casestape desenvolva e sobreviva em
substrato artificial (suporte para inoculacdo) dtgao transporte e estocagem, se mantenha
viavel quando em contato com as sementes e sejpatimel com produtos agroquimicos que
podem ser aplicados nas sementes (HERRIDGE, 2808) disso, os inoculantes devem ser
capazes de resistir a varios processos tecnolédigasite a producéo e manter suas principais
propriedades metabdlicas (HERRMANN; LESUEUR, 20B3a inoculantes com bactérias, a
composi¢cdo do meio e as condicdes da cultura (tenpe, agitacdo e duragéo) estdo
diretamente relacionadas a natureza especificatitipeee ao tipo de inoculante produzido.

Um fator importante para manutencdo das proprieddisologicas ideais dos
inoculantes é a escolha de um substrato apropr@dobstrato é o responsavel por manter um
alto numero de células viaveis e de conduzi-laoatémento da inoculacdo. Ele providencia
um habitat temporario no solo, criando microambientes protegie suprindo a caréncia
nutricional (ARORA; KHARE; MAHESHWARI, 2011). No asdo de Herridge, Gemell e
Hartley (2002), estéo listadas varias caractesistite um substrato ideal. No mercado podemos
encontrar quatro formas béasicas de substratosipacalantes: substratos secos (pd), turfas,
granulos e liquidos. A turfa e o liquido sdo osssatbos mais comumente utilizados em

inoculantes bacterianos. Além de promover todo iepbasico para ndo comprometer as
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caracteristicas das bactérias no inoculante, otrattsdeve ser de facil manipulacdo no
momento da inoculacdo. Segundo a Associacdo NaodimsaProdutores e Importadores de
Inoculantes (ANPII), os resultados de um questiond@plicado entre agricultores de pequenas,
média e grandes empresas revelaram que a maiarigrodutores prefere inoculantes liquidos
(61%), os outros 39% dividem-se entre turfoso eistuma dos dois. Assim, esforcos para o
aprimoramento de inoculantes liquidos devem sdeppdes devido a sua maior aceitacdo no
mercado.
O aumento na comercializagdo e na oferta de nowosulantes tém exigido um

aumento na fiscalizagéo dos produtos. Toda essplerarede de producdo, comercializagdo e
utilizacdo de inoculantes pode ficar comprometidaocndo haja um eficiente programa de

controle de qualidade.

2 CONTROLE DE QUALIDADE DE INOCULANTES
21 IMPORTANCIA DE UM PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE

O sucesso na producéo de inoculantes de qualidaddgguminosas esta relacionado a
um eficiente programa de controle. O estabelecindatparametros e métodos de analises que
definam os critérios de qualidade dos inoculantgsndordial para fiscalizagdo e padronizacéo
dos produtos. Em alguns paises, existem programasmtrole de qualidade gerenciados por
legislagdo governamental especifica (p.e. Argentlhauguai, Canada e Franga,) ou por
organizagdes voluntarias vinculadas ao governo (@eAustralia, Nova Zelandia e China) ou
independentes (p.e. Estados Unidos e Reino Uni@QSEN et al., 1994; CATROUX;
HARTMANN; REVELLIN, 2001, DEAKER; ROUGHLEY; KENNEDY 2004, HERRIDGE;
GEMELL; HARTLEY, 2002, BENINTENDE, 2010).

E importante distinguir qualidade do produto comtrale de qualidade. Qualidade do
produto esta relacionada ao conjunto de normagnagepara a producdo do inoculante,
garantindo que todos os critérios sejam mantidesriamente a cada etapa de producdo. Caso
contrario, a producdo é cancelada. Controle deidgacid propde paréametros padronizados
adotados por laboratorios independentes para dantrtodas as caracteristicas de
comercializacdo do produto.

A comercializacdo de inoculantes de baixa qualigemite comprometer e inviabilizar a
aplicabilidade da tecnologia de inoculacdo. Pamuqu inoculante comercial seja considerado
potencialmente eficiente, ele deve apresentar umeral adequado de BFNN no momento da
inoculagdo, auséncia ou baixa concentracdo de rgamsmos contaminantes, assegurar uma
nodulacdo eficiente e ser elaborado com substéguado para sobrevivéncia das BFNN
(LUPWAYI et al., 2000).
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Varios estudos tém revelado a baixa qualidade deulantes comercializados em
varios paises. Os resultados de Olsen et al. (1@9d)entes a avaliacdo de 40 inoculantes
comercializados na América do Norte mostraram gui@genas um inoculante a concentracao
de Bradyrhizobium foi superior & concentracdo de contaminantes. @ogteal. (1997)
avaliaram 18 inoculantes comerciais para soja rgem{ima e observaram que 17 estavam
contaminados e, em 14, a concentracdo de contar@n&wi superior a concentracdo He
japonicum Um estudo recente por Herrmann e Lesueur (20183trou que entre 65
inoculantes comercializados, apenas 37% dos preduidiam ser considerados puros e que
63% estavam contaminados com uma ou mais estigmsrianas. A qualidade dos inoculantes
industriais pode estar relacionada aos processpodacdo como o processamento, purificacdo
e composigdo dos inoculantes (ALBAREDA et al., 2068com a elaboragdo de normas
governamentais que definam padrdes de qualidadeindosilantes (OLSEN et al., 1994,
HUNGRIA et al., 2005).

1.1. PADROES PARA QUALIDADE DE INOCULANTES

Os parametros para definir a qualidade de um poddotulante variam entre os paises,
ndo havendo um acordo internacional para padronézarcaracteristicas de qualidade
(LUPWAYI et al., 2000; STEPHENS; RASK, 2000). Osnpipais parametros utilizados para
classificar um inoculante sdo o numero de céluiageis de rizébio que serdo inoculadas por
semente e 0 numero maximo de contaminantes toler&we produto final (DEAKER,;
ROUGHLEY; KENNEDY, 2004). A variacdo nas técnicas ahalise e nas caracteristicas das
estirpes usadas nos produtos dificulta a padrofizee medidas de controle de qualidade.

No Brasil, os métodos para avaliar a qualidadeintsulantes consideram os critérios
estabelecidos nas instrugdes normativa8hde 12 de novembro de 2010%18 de 24 de
marco de 2011 do MAPA (BRASIL, 2010; BRASIL, 201Dentre outros critérios, essas
instrucdes normativas estabelecem que: os produ®sontenham BFNN para simbiose com
leguminosas sejam quantificados pela técnica deagem em placa por espalhamento em meio
de cultura 79 (FRED; WAKSMAN, 1928) e apresentecemtracdo minima de 1,0 x “10
unidades formadoras de coldnias (UFC) por gramanitilitro de produto até a data de seu
vencimento; o método indireto por numero mais pveWANMP) em plantas pode ser
empregado para avaliar a concentracdo de célulamaoulantes; estes devem estar livres de
microrganismos contaminantes a partir do fator ieicdo 10% no caso da avaliacdo de
produtos que contenham um numero elevado de camatas, a contagem de UFC pode ser
feita em meio 79 acrescido dos antimicrobianosdiete/ciclonexamida, que permite o

crescimento de rizobios e inibe o crescimento d&arninantes. Embora outros estudos e
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programas de controle de qualidade também adoteanitésios descritos (KHAVAZI et al.,
2007; BRASIL, 2010; PENNA et al., 2011), o emprai novas técnicas sdo fundamentais

para aprimorar os procedimentos de avaliacdo deliaotes comerciais.

2.2.1 CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS

O numero de células viadveis de uma estirpe deeisger no inoculante é o principal
parametro de qualidade do produto. Os métodos mtagem em placa envolvem a preparagéo
de diluicbes seriadas em caldo nutritivo ou solugdlina, de onde uma aliquota de solucéo
diluida é retirada e, espalhada ou gotejada nafgtipedo meio de cultura, usualmente, meio
79 (ou Agar Manitol Extrato de Levedura - YMA), eaentagem de UFC é realizada apds um
periodo de incubacdo. Esses métodos sdo os malanaempe usados, pois, permite enumerar
as ceélulas viadveis e o0s contaminantes dos prod@ostudo, as limitacdes da técnica sao:
subestimar o nimero de células em placa quandaroardtes estdo presentes, necessitar de um
meio seletivo para distinguir entre as estirpe® @&vos contaminantes, utilizar materiais de
consumo padronizados e corpo técnico treinado cajgzreconhecer as caracteristicas
morfofisiolégicas da estirpe de interesse (GOMEzlet 1997; CATROUX; HARTMANN;
REVELLIN, 2001; PENNA et al., 2011).

Os métodos de contagem em placa mais utilizadesqueantificar o nimero de células
vidveis sdo o espalhamento e a microgota. Varingles, bem como a instrucdo normativa
brasileira, empregam, principalmente, os procedio®ende contagem em placa por
espalhamento na avaliagdo de qualidade de inoeglasimerciais (OLSEN et al., 1994,
LUPWAYI et al., 2000; CATROUX; HARTMANN; REVELLIN,2001; BRASIL, 2010;
PENNA et al., 2011). Porém, o método em microgetanite uma contagem mais rapida e uma
maior acuracia na quantificagdo das colonias. Al&®o, requer menos tempo, menor esforgo e
consumo de material comparado ao método por espaiita. No entanto, a auséncia de
parametros metodoldgicos padronizados para a @mtagmn microgota e a variacdo nos
resultados comparados a outros métodos de contaggem interferir na adocao dessa técnica
pelos programas de controle de qualidade de inoada

Outra técnica de contagem de células viaveis débiog muito empregada em
programas de controle de qualidade de inoculanéegénica de nimero mais provavel (NMP)
em plantas. A estimativa da densidade de célulageid de BFNN pela técnica NMP em
plantas é comumente associada as técnicas de eontag placa na avaliagdo da qualidade de
inoculantes. Um problema dessa técnica € que elam@senta métodos padronizados capazes
de reproduzir resultados precisos e de acordo outas técnicas de contagem. Embora a

técnica de NMP em plantas apresente resultado®digps, ela € fundamental aos programas
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de controle de qualidade, pois permite avaliartemmal de infectividade das células de BFNN
presente nos inoculantes e o isolamento de estipesm inoculantes com alta concentracédo

de microrganismos contaminantes.

2.2.2 MEIOS DE CULTURA

A eficacia das técnicas de contagem em placa sstiada a elaboracdo de um meio
de cultura apropriado para o crescimento das estolp interesse. Na composi¢édo dos meios de
cultura, a utilizacdo de antibioticos, fungicidasrantes e indicadores fisiol6gicos permitem
inibir o crescimento de células contaminantes ostirgjui-los das estirpes alvo. O
desenvolvimento de fungos e bactérias Gram-positbemtaminantes na superficie da placa
pode interferir no crescimento de rizdbios, difiando na avaliagcdo da qualidade do produto
(DEAKER; ROUGHLEY; KENNEDY, 2004; LUPWAYI et al., @0; HERRMANN;
LESUEUR, 2013). De acordo com a instrugcdo normawPA n° 30/2010 (BRASIL, 2010),
na avaliacdo de produtos inoculantes formulados dmGbios que contenham um ndmero
elevado de contaminantes, a contagem UFC podeiteef meio 79 acrescido de 100 myg L
de solucao estoque de actidione/ciclohexamidapguaite o crescimento de rizébios e inibe o
crescimento de contaminantes. Outros produtos podemusados como inibidores do
crescimento de contaminantes. Penna et al. (20bserearam que a combinacdo de
pentacloronitrobezeno e vancomicina adicionado e e cultura 79 inibiu o crescimento de
fungos e bactérias Gram-positivas e ndo interfesiarescimento dB. japonicum

A adicdo de indicadores ao meio facilita a contagimcol6nias bacterianas e/ou
identificacdo de rizébios nos inoculantes. Desdestsdos de Fred e Waskman (1928), o meio
de cultura 79 é usado nos estudo com BFNN e sdwld@® corantes azul de bromotimol (0,5%)
ou vermelho congo (0,25%) sdo adicionadas aos npais avaliar a modificacdo do pH ou
indicacdo de bactérias contaminantes, respectii@nEm meio 79 com azul de bromotimol,
espécies do génelradyrhizobiumgeralmente apresentam crescimento lento e alcatmiz
pH do meio (mudando sua cor de verde para azulye@elho congo € empregado para
diferenciar entre colbnias de rizobios e contantEmnA absor¢cdo do corante promove
alteracdo na cor da colbénia, sendo este um dosipaie aspectos para diferenciar col6nias
contaminantes (Figura 3). Contudo, alguns trabaflemsonstraram que essa técnica ndo pode
ser usada como uma contra prova na diferenciac@ia@®sos e contaminantes. Kneen e Larue
(1983) e Zevenhuizen et al. (1986) observaram quegespécies dRhizobium as colbénias
absorveram vermelho congo em meio 79, e houveg&iaa cor das colénias. Nas mesmas
condic@es, Bloem et al. (2002) estudaram a morfaldg uma cultura dginorhizobium melioti

(estirpe U45) e observaram uma variacao entre iea@apazes de absorver o corante (rosa) e
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colénias que ndo absorveram o corante (brancaj &grécies dB. japonicume B. elkanii
isolados de solos com plantio de soja no cerradgilbiro (BATISTA et al.,, 2007), esse
fenbmeno também foi observado. Para esse géneresuttado positivo ou negativo para
absor¢cdo do corante pode ser substituido pela sidee de absorcdo. Colbnias de
Bradyrhizobiumque absorvem vermelho congo apresentam uma varid€&mr rosa para
laranja, ndo ocorrendo col6nias vermelhas inte(Bla®EM et al.; 2002; BOTHA et al2004;
BATISTA et al., 2007). O mecanismo de ligacdo deante ocorre na superficie da célula: a
interacdo com polissacarideos capsulares (CP3ce, fdando a colénia aspecto de cor rosa;
com as fibrilas de celulose, é forte, formando ©i@$ com cor vermelha; porém néo interage
com o0s exopolissacarideos extracelulares (EPS) EREVUIZEN et al., 1986). Dessa forma,
diferencas morfologicas em uma mesma estirpe pademer de acordo com as condi¢des e 0
tempo de cultivo.

Figura 3 Aspectos culturais de estirpesBtadyrhizobium japonicune B. elkaniiem meio 79 com
vermelho congo. As setas indicam as varia¢desraigtdas coldnias inoculantes. Simbolos: AL — aguos
e laranja; VB - viscosa e branca; VR — viscosasa;r¥L — viscosa e laranja.

2.2.3 CARACTERIZACOES CULTURAIS E GENETICAS

Andlises morfoldgicas, fisiologicas e simbidtica®o samplamente empregadas na
identificacdo primaria de grupos de BFNN. Apds agliaes morfofisiologicas, testes de
nodulagcdo sdo empregados para identificar a relsipdtwiotica entre a bactéria e a leguminosa
hospedeira. As espéci& japonicum B.elkanii B. liaoningenseB. huanghuaihaiense B.
dagigensesdo capazes de induzir a formacdo de nodulosafzssrde sojadlicine may. A

partir da formacdo dos nédulos séo extraidas irdoéms sobre a composi¢cdo taxondmica das
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populagcBes e o grau de especificidade entre estemeus hospedeiros vegetais (MOREIRA,
2010).

A caracterizacdo cultural considera a morfologia a#dbénia (cor, mucosidade,
consisténcia, diametro, transparéncia, borda eef®) apds 7 dias de crescimento no escuro, a
28°C, pH 6,8, em meio 79 contendo azul de bromotinioVermelho congo (VICENT, 1970).
A morfologia das colbnias pode sofrer variagbes @smcondi¢cdes de cultivo e dos solos
(BATISTA et al., 2007; FLORENTINO et al., 2010; FRRIRA et al., 2012).

A identificacdo taxondmica, por técnicas molecudadeBradyrhizobiumisolados dos
solos de varias regides tropicais tém exibido unta diversidade genética (MOREIRA,
HAUKKA; YOUNG, 1998; LOUREIRO et al., 2007; MELLON#t al., 2006; GUIMARAES et
al., 2012; RUFINI et al., 2014). O desenvolvimed®técnicas precisas de identificacdo tem
promovido avangos nos estudos filogenéticos e fax@os desse género. No estudo de
Pongsilp e Boonkerd (2007), estéo listadas algué@scas moleculares para identificacao de
Bradyrhizobiumem nivel de espécies. Embora essas técnicas $&jmmentas poderosas, a
variacdo no desenvolvimento e a adaptacdo metddal@s condi¢cdes especificas podem
inviabilizar seu emprego em programas de contrelgualidade.

O sequenciamento da regido 16S rRNA tem sido angplenusado para definir
relacbes genéticas e caracterizar estirpes ao taix@hdmico de género ou, em alguns casos,
espécie (WOESE, 1987; YOUNG; HAUKKA, 1996). A asélida sequéncia desse gene é
geralmente mais complexa pelo seu alto grau descaansio, dificultando a diferenciacéo entre
espécies (VAN BERKUM; FUHRMANN, 2000; PERRINEAU at., 2011). Porém, alguns
estudos demonstraram que essa técnica foi capadifeienciar taxonomicamente entre
Bradyrhizobium elkanie Bradyrhizobium japonicunMENNA et al., 2006; BATISTA et al.,
2007; GUIMARAES et al., 2012; RUFINI et al., 2014)

As caracteristicas fenotipicas e genotipicas dgestdeBradyrhizobiumem condicdes
laboratoriais, além de auxiliar na identificagcdxot@®mica, podem indicar alteracdes na
associacdo simbidtica com a planta hospedeira.cbela com a intensidade dessa variagéo,
rizbbios podem perder a capacidade de nodular ¢orsar menos eficientes na fixagdo de N
Alguns estudos tém mostrado que variagGes natugaisorfologia e no gendtipo de colbnias de
Bradyrhizobiumpodem refletir em alteragBes nas caracteristizabidicas (FUHRMANN,
1990; MELCHIORRE et al., 2011; TORRES et al., 20EXperimentos em casa de vegetacdo
indicaram que a variabilidade nas caracteristieastfpicas das estirp& japonicumou B.
elkanii de inoculantes comerciais interferiam na compédidide para formacdo de nédulos,
nodulacéo e eficiéncia na fixacdo de nitrogénioseja (KOBER et al., 2004). A identificacao

por caracterizacdo cultural e genética de variadéeBradyrhizobiumcom menor eficiéncia
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simbidtica pode auxiliar na selecdo, producdo e utesagdo de estirpes inoculantes pela

industria e por instituicbes de recomendacao edw/acao.
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Evaluating methods for quality control of commercid soybean inoculants

Abstract

The success of inoculation in legumes is associatddan effective quality control program.
Although there is an official control programme imbculants in Brazil, some operating
procedures should be enhanced to clearly defingjulaéity standards of these products. This
study aimed to test the official methods estabtidine Brazilian legislation and other techniques
to evaluate the quality of commercial soybean ifeuts that purport to reduce the time and
cost of performing the analyses. We evaluated thdianand techniques for counting viable
cells and the error amplitude introduced by analgdt11 inoculants with different substrates
containing strains approved for soybeans registeiddthe Brazilian Ministry of Agriculture,
Livestock, and Supply (Ministério da Agriculturagdaria e Abastecimento). All inoculants
met the criteria for the minimum levels of colomyrhing units (CFU) and the maximum
number of contaminant CFU established by legighatidur results indicate that the microdrop
technique was superior to the spreading techniquaperating procedure, experimental cost,
and estimated CFU count. Culture medium 79 with gdoned or bromothymol blue was
effective for counting bacterial colonies. Howeuasicterial contaminants remained uninhibited
after vancomycin addition. There was no differemcéhe cell counts between analysts, but all
materials and procedures were strictly standardiZé@ methods showed here may also be
useful for experiments where CFU count is considi@re evaluation criterion.

Keywords -Bradyrhizobium biological nitrogen fixation, counting techniguestimicrobial

products, agriculture.
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Evaluacién de métodos para el control de calidad daoculantes comerciales para soja
Resumen
El éxito de la inoculacion en leguminosas se asooiaun efectivo programa de control de
calidad. Aungue existe un programa oficial en Bramigunos de los procedimientos de
operacion deben ser mejorados para definir condaldrlos estdndares de calidad de estos
productos. El objetivo de este estudio fue pongmaba los métodos oficiales establecidos por
la legislacion brasilefia y otras técnicas parauawval calidad de los inoculantes comerciales
para soja que pretenden reducir el tiempo y lowsate los analisis. Fueron evaluado medios y
técnicas para el conteo de células viables y Iditrdplel error derivado de los analistas en 11
inoculantes que contenian cepas aprobadas para regjatradas en el Ministerio de la
Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento (Ministéda Agricultura, Pecuaria e Abastecimento)
de Brasil. Todos los inoculantes cumplieron logedes acerca de la concentracion de rizobios
viables y la presencia de contaminantes. La téatécaicrogota fue superior a la técnica de
difusion en el procedimiento de operacion, cogfmeamental y recuento estimado de UFC. El
medio de cultivo 79 con azul de bromotimol o rojonGo fue eficaz para el recuento de
colonias. Sin embargo, la adicién de vancomicinéueceficiente para inhibir el crecimiento de
los contaminantes. No hubo diferencias en los rgogede células entre los analistas, pero los
materiales y procedimientos fueron estrictament@ndsarizados. Los métodos descritos en ese
estudio podrian ser empleados por programas deotalet calidad de inoculantes comerciales
para soja.
Palabras clave Bradyrhizobium fijacién biolégica de nitrégeno, técnicas de eontproductos

antimicrobianos, agricultura.
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Introduction

The productive potential of a plant culture or ee#mm natural ecosystem is associated
with soil nutrient availability and cycling. Nitreg (N) is essential for plant development, and
soil organic matter, industrial fertilizers, analoigical N fixation (BNF) are its main sources.
Soil N reserves are limited, and N fertilizers dasirom their high cost and low efficiency, can
be harmful to the environment when applied in exces mismanaged. Thus, the use of
nodulating N-fixing bacteria (NNFB) capable of establishing oalistic symbiosis with
legumes can meet plant N needs in an economic rmricbementally sound wa&§ Inoculation
technology using NNFB in legume seeds can incrgals@ét yield, reduce agricultural
production cost and fossil fuel use, and mitigaddution of the soil, water, and atmosphere,
thus contributing to more sustainable agricultpralctices.

In Brazil, the best example of BNF use is the NN&&culation process with the genus
Bradyrhizobiumin soybeanGlycine maxL.) Merrill) cultivation, where, as a result dfe joint
improvement of both the plant and bacteria, chelncgertilizer was completely replaced and
billions of dollars are saved annuafty’*°

An inoculant is a product containing bacteria selécto promote plant growth by
increasing the nutrient supply or availability. s are selected based on their potential for
increased plant yield, degree of competitivenesth wiative microbial communities, and
adaptability to local climatic condition¥. According to the National Association of Inoculan
Producers and Importers (Associacdo Nacional dodutsres e Importadores de Inoculantes —
ANPII%), more than 19 million doses of inoculant produstre sold in Brazil in 2011, with
99% destined for soybean cultivation. Most prodsigeefer liquid inoculants (61%), with the
remaining 39% divided between peat (19%) and aurexof both (19%). Legislation regarding
the sale of agricultural inoculants and combinatiohmicrobes authorized for use in producing
inoculants in Brazil are under the responsibilitfy tbe Brazilian Ministry of Agriculture,

Livestock, and Supply (Ministério da Agricultureed®aria e Abastecimento - MAPA).



31

The success of inoculation in legumes is relatedffiective quality control programs.
Quality controls are performed by independent latwies that evaluate whether the products
ready to be sold to meet quality stand3dsis essential to establish parameters and ticaly
methods to evaluate inoculant quality for monitgriproducts. In Brazil, the MAPA, in
partnership with companies and educational andarelBeinstitutions, has adopted specific
standards for quality control of agricultural intamt$. Selling low-quality inoculants can
compromise and derail the use of inoculation tetdgy For an inoculant to be considered
potentially effective, it must contain an adequisitéFB number ¥ 10° colony-forming units
CFU/g or /ml) at the time of inoculation, have noablow concentration of contaminating
microorganisms (free in dilution facter 1.0 x 10°), ensure effective nodulation, and be
prepared with a substrate adequate for NNFB sufyiedteria similar to those adopted in other
countries®*®

As a result of the sharp increase in soybean ptamuand the success of inoculation
biotechnology, quality control of inoculants shoub@ intensified with fast and efficient
methods. This study aimed to test official methesisiblished by Brazilian legislation and other
techniques to evaluate the quality of commercigbean inoculants that reduce the time and
cost of performing the analyses. To this end, waduated the following: different culture media
for counting and characterizing colonies Bfadyrhizobium japonicumand B. elkanii in
soybean inoculants; experimental errors resultiognfthe handling, pipetting, and counting of
colonies by different analysts; CFU counting oricsaiedia (in Petri dishes) using spreading or
microdrop techniques; and the indirect countinghoétof nodulation in plants.

Materials and methods

The criteria established in normative instructiorfs30 from November 12, 2010 and
n° 13 from March 24, 2011 of the MAPAfollowed for the methods of evaluating inoculant
quality, with some modifications specified belowméng other criteria, the normative

instructions established that the products comgifNNNFB for symbiosis with legumes are to be
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quantified by CFU counting on Petri dishes usirgyspreading technique in culture medium 79
and to contain a minimum concentration of 1.0 X OFU/ml or /g of product until the
expiration date. The indirect counting method bg thost probable number (MPN) in plants
also may be used to evaluate cell concentratidhéninoculants. Inoculants should be free of
contaminant microorganisms starting at the dilufentor of 10°, and in the case of evaluating
products containing an elevated number of contamténaghe CFU may be counted in medium
79 plus actidione/cycloheximide antimicrobials, @hiallows rhizobial growth and inhibits
contaminant growth. However, these normative imsibns do not officially adopt solid
medium (in Petri dish) counting using the microdtephnique and pentachloronitrobenzene
(PCNB) and vancomycin (VAN) antimicrobials in evatling quality parameters.
Origin of the inoculants evaluated

Among the inoculants evaluated, two inoculants wdmectly acquired from the
manufacturer, and nine were acquired from locainassesProducts from six companies were
evaluated, three from Brazil and three from Argaetitwo of which per manufacturer were
from the same batch, except for the one manufactbet only had one product evaluatéd.
total, eight liquid and three peat inoculants wevaluated, of which one liquid inoculant had
peat incorporated. Of these, nine inoculants ctewief Bradyrhizobium japonicungSEMIA
5079 and SEMIA 5080) alone, and two inoculants isbed ofBradyrhizobium elkani{SEMIA
587) andB. japonicum(SEMIA 5079). The specifications in the productlheging were in
accordance with the MAPA standatds

All of the products evaluated were in sealed paekaand within the expiration date.
The inoculants were stored under proper lightind amperature conditions according to the
manufacturer’'s specifications. Analyses were peméat within at most 30 days from the
expiration date indicated on the product packaging.

Composition of culture media
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The culture medium yeast extract mannitol agar {omed@9)* was used for viable cell
counting and characterization of tBe japonicumandB. elkanii colonies in the inoculants. A
solution of bromothymol blue (Vetec, Rio de JaneBaazil) (0.5%) or Congo red (Sigma, St.
Louis, USA) (0.25%) was added to the culture medtonevaluate the change in pH or the
presence of contaminant bacteria, respectivelyanayze theBradyrhizobiumcells without
interference from contaminants, 40 mg/L of PCNBg(&a, St. Louis, USA) and 1.0 mg/L of
VAN (Sigma, St. Louis, USA) antimicrobials were addto the culture medium after
sterilization by filtration with a 0.2 um membra(Millipore, Sdo Paulo, Brazil) according to
Pennaet al*® and to SDA/MAPA normative instruction no.’30

Counts were performed on Petri dishes using theasiimg and microdrop techniques in
medium 79 for four different compositions: 1) madiy9 containing bromothymol blue; 2)
modified medium 79 containing bromothymol blue pl&BN (1.0 mg/L) and PCNB (40 mg/L)
to inhibit contaminant growth; 3) medium 79 containCongo red; and 4) modified medium
79 containing Congo red plus VAN (1.0 mg/L) and BBCM40 mg/L) to inhibit contaminant
growth.

Standardization of methods for CFU counting on Peirdishes

To minimize the error associated with handling,eftipg, and CFU counting, the
consumable material and equipment used in the attahs had the same features and
specifications, and whenever appropriate, all wiareaccordance with the manufacturer's
recommendations. The procedures for sample handliy counting were performed at the
same time by the analysts using standard glassavatteconsumable material. To maintain the
accuracy and precision of pipetting volume durihg ainalysis, each analyst used automatic
calibrated micro-volume pipettes (Gilson, MiddletoddSA) and disposable tips (Axygen
Scientific, Union city, USA). All analyses were femmed on the premises at the laboratory of
Biology, Microbiology, and Soil Biological Processe Federal University of Lavras

(Universidade Federal de Lavras - UFLA).
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Three samples were taken from each of the 11 ptedwaluated, with special attention
paid to aseptic conditions during manipulation. iEaample was evaluated by an independent
analyst, totaling three analysts per product.

CFU counting using the spreading technique

For peat inoculants, 10 g of inoculant was weigilveder laminar flow and added to 250
ml Erlenmeyer flasks containing 90 ml of salineusioin (0.85% NacCl). Next, the suspension
was homogenized in a table agitator (Tecnal, Ried@, Brazil) at 110 r.p.m for 20 min,
forming the 10 dilution. Next, a 1.0 ml aliquot was transferredattest tube containing 9.0 ml
of saline, forming a 10 dilution, and so on, up to a {@ilution. Test tubes were vortexed
(LabScience, Belo Horizonte, Brasil) for 30 s atle&.0 ml aliquot transferring step.

For liquid inoculants, the packages were manuatijndigenized, and a 1.0 ml aliquot
was aseptically withdrawn and transferred to atigst containing 9.0 ml of saline to form the
10" dilution. The next steps were the same as destfimepeat inoculants until obtaining the
10°dilution.

For liquid inoculants with peat incorporated, arhDaliquot from each sample was
taken under laminar flow and added to 250 ml Erleyen flasks containing 90 ml of saline.
Next, the same steps were performed as descrilvgoefd inoculants until obtaining the %10
dilution.

After the serial decimal dilutions, 100 pl aliquofsthe solutions were inoculated on the
culture medium surfaces in Petri dishes. The iratmns began in a T0dilution, in duplicate
for each dilution, totaling 48 Petri dishes perlgstaand inoculant. Next, the aliquots were
uniformly distributed over the culture medium seda in Petri dishes and spread with a glass
triangular spreading rod (Drigalski spatula) utbially absorbed by the medium. Then, they
were incubated inverted in an oven at 28 °C. Telsés were vortexed for 30 s before each

aliguot inoculating step.
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Bradyrhizobium CFU counting and contaminant microorganism obgsemawere
performed daily starting from the date of inocuwati The evaluations occurred during a 10 day
period starting at the appearance of the first ek Our choice of this period took into
account the growth rate Bradyrhizobiurnrstrains present in the inoculants evaluated.

For CFU counting, the dilution with a mean of twetf® dishes between 30 and 300
colonies was used. The number of bacteria was ledédclifrom the following formula:

Number of cells/gram or milliliter of inoculant =fn,
where f = dilution factor and n = mean number ofonés on the two Petri dishes in the
selected dilution. The dilution factor was giventhg reciprocal of the dilution in the Petri dish
(i.e., 10° dilution, thus 18) multiplied by 10 because we inoculated 100 pLght is cited as f
= 10 in the example.
CFU counting using the microdrop techniqué®

To perform the serial decimal dilutions, the samecedures described for the spreading
counting technique were performed. After perfornting serial decimal dilutions, starting at the
10* dilution, 20yl aliquots of the solutions were inoculated on ¢tiure medium surfaces in
Petri dishes and incubated inverted in an oven8atfQ@ after the volume inoculated was
absorbed by the medium. Three dilutions and thepdicates per dilution were inoculated on
each Petri dish, totaling eight Petri dishes pealyet and inoculant. Before each aliquot
inoculation step, the test tubes were vortexe@@os.

BradyrhizobiumCFU counting and observation of contaminant miaqgaaisms were
performed as described for the spreading technigpreCFU counting, the dilution with a mean
between 3 and 30 colonies in three replicates on tishes was used. The number of bacteria
was calculated from the following formula:

Number of cells/gram or milliliter of inoculant =fn,
where f = dilution factor and n = mean number dboies from three replicates on Petri dishes

in the selected dilution. Any replicate that extébi 50% discrepancy from the mean of the
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other two replicates was disregarded when calagdtie mean. The dilution factor was given
by the reciprocal of the dilution on the Petri dmsbltiplied by 50 because we inoculated 20 pl.

The procedures for counting by the spreading andradiop techniques were
performed simultaneously.
NNFB cell count by the indirect method of nodulatio in soybean plants

Indirect counting by the most probable number (MRIds determined by the bacterial
infection technique in plant roots and nodule faiora The test plant species used in the
experiments wasslycine max(cv. COODETEC 5G 830 RR). The soybean seeds were
immersed in alcohol for 30 s, the surface stedlizéth sodium hypochlorite solution (2-3%)
(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) for two min and ted six times with sterile distilled water.
The seeds were pre-germinated in Petri dishesasition and moistened sterile filter paper and
incubated at 28 °C for two days. After germinatithe seedlings were transferred to long-neck
glass flasks (500 ml) filled with 450 ml of steriteitrient solutioff with low N concentration
(5.25 mg/L). Strips of filter paper were used appgut for the development of soybean plant
roots inside the glass flasksThe serial dilutions were performed as descrifmedPetri dish
counting, and there were three replicates peridilufor each product evaluated. In all of the
experiments, positive controls for nodulation wersed, with theBradyrhizobium elkanii
(SEMIA 5019 or SEMIA 587) an8radyrhizobium japonicufSEMIA 5079 or SEMIA 5080)
strains approved for soybeans by the MAPAo test for contamination, we used a non-
inoculated negative control containing the sameientt solution used in the treatments with
plants inoculated with the suspended inoculantse Thioculated flasks were kept in a
greenhouse for 30 days under optimal temperatigtet, and moisture conditions. After the™30
day, the roots of the plants were evaluated for gressence and absence of nodules. The
estimated number dBradyrhizobiumcells by the MPN in plants was calculated accardm
normative instruction no. 30

Statistical analyses
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The CFU count on Petri dishes was transformeddg (oumber of cells), subject to the
assumptions of normal distribution of residues lanohoscedasticity. Data from the CFU counts
were evaluated by analysis of variance (ANOVA) gsihe SISVAR program version 4'3
with the difference among treatments determinedrmtfactor ANOVA and thpost hoceffect
of the treatments evaluated by the Scott-Knott &e$% significance. To assess the statistical
independence between the categorical variabledl (hcenber" and "counting technique"),
Fisher's exact test was used, and the effect dfrfa@ments was evaluated at 5% significance.
Results

The inoculants containing soybean NNFB exhibitedgate results for the minimum
number of CFU per milliliter or gram of product ¢Fil). Among the 11 inoculants evaluated
using the spreading counting technique, 82% exddk@Bradyrhizobiumconcentration equal to
or greater than 8.0 x 1@CFU/mI or /g of product (Fig. 1a), a value cormsging to the
minimum acceptable limit of 20% (compared to 1.A®X CFU/ ml or /g) proposed in the
legislation. Under these conditions, products C BnexhibitedBradyrhizobiumlevels below
the recommended minimum. However, when the ino¢silaere evaluated using the microdrop
counting technique, all of the products exhibitéghkr cell concentrations than the minimum
values specified in the legislation (Fig. 1b).

The physical nature of the substrate for making gheducts did not interfere with
inoculant quality (Fig. 1). Some products madeiquid substrate exhibited higher viable cell
concentrations than described on the packagindsldlmoculants A, B, F, G, and H), whereas
others exhibited lower cell numbers than indicatgdhe manufacturer (inoculants C and D).
For peat products (inoculants 1, J, and K), the m&&U number was higher than 8.0 » 10
cells/g of inoculant (in accordance with legislajiobut lower than 5.0 x fOcells/g, as
described on the product labels. Furthermore, th&) @umber found varied according to

inoculant manufacturer origin.



38

The composition of the culture medium for countong Petri dishes did not interfere
with the CFU number oBradyrhizobiumin the inoculants (Table 1). For the same counting
technique and product, the viable cell concentnatias similar (p > 0.05) in culture medium 79
and in culture medium 79 with antimicrobials andhweither bromothymol blue or Congo red
(Table 1).

Evaluation by counting with culture medium 79 wiongo red facilitated the
differentiation of contaminant colonies aBdadyrhizobiumcolonies on the surface of Petri
dishes in dilution factors less than®l@nder these conditions, the colonies able to deraly
absorb Congo red and with morphological traitsimistirom B. japonicumandB. elkaniigrew,
even when VAN was added to the culture medium. diiure media with bromothymol blue
were alkalinized, and inoculant and contaminantistrcolonies were differentiated by
morphological traits. The media with bromothymaldlplus VAN did not inhibit contaminant
growth. In one peat inoculant, growth of actinobset colonies in dilutions of 10was
observed in all culture media. It was not possiblevaluate the antimicrobial effect of PCNB
on inhibiting fungal growth due to the absencelafse microorganisms under the conditions
studied.

The purity characteristics of the inoculants werthin the parameters recommended
for product quality, i.e., there was no growth ohtaminant microorganisms in Petri dishes
with culture medium 79 with bromothymol blue or @onred at dilutions higher than 3,0
which were used fdBradyrhizobiumCFU counting.

The methods for countingradyrhizobiumon Petri dishes established by normative
instruction no. 30and by the methods evaluated in this study shasirdar results between
the three independent analysts. The number of oallRetri dishes quantified by the analysts
did not exhibit significant variation (p > 0.05)rfthe same method, culture medium, counting

technique, and inoculant product (Table 2).
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The techniques foBradyrhizobiumCFU counting on Petri dishes interfered with the
final number of bacterial cells per milliliter oragn of product evaluated (Table 1). Counting
using the spreading technique exhibited similaa dat> 0.05) for the different culture media
evaluated with the same product. This pattern Wss abserved for the microdrop counting
technique data. However, the counting data diffeseghificantly (p < 0.05) between the
spreading and microdrop techniques in evaluatimgsime products. Fisher's exact test was
applied to test the relationship between cell nunarel counting technique. When the viable
cell numbers (CFU/ml or /g) were categorized, theas statistical dependence (Fisher’s test, p
< 0.05) regarding the Petri dish counting technifiu&rodrop or spreading) (Table 3). Under
the 44 conditions studied, the cell number by tieredrop technique was higher than 1.0 X 10
CFU/ml or /g in 43 conditions. This same cell numk&s observed under 32 conditions
evaluated using the spreading technique.

The mean number of cells in all of the inoculamalgated using the Petri dish counting
techniques (microdrop and spreading) were comptoethe cell numbers specified on the
inoculant packaging labels. There was no signitichfierence (p > 0.05) between samples in
the mean number of cells quantified using the ndip technique and the number of cells
described on product packaging. For the mean o@laes using spreading technique, the mean
cell number quantified was lower (p < 0.05) thaat tpecified by the manufacturer.

The viable cell concentration in the inoculants wk® evaluated by the MPN method
in plants. There was nodulation until the last titho, so we inferred that the number of
infective rhizobia wag 1.0 x 10° cells/ml or /g of inoculant in all of the sampl@he plants
inoculated with commercial inoculants exhibitediatense green color similar to the positive
controls, tested separately in pure culture. The@robwithout inoculation and with low applied
mineral N concentration exhibited yellowish leaaesl less growth than the other treatments.

Discussion
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The commercial inoculants evaluated in this stuxlyidted biological traits adequate
for Brazilian legislation and also met the qualgtandards of other countries (Australia,
Argentina, Canada, England, Uruguay). In generaé inoculants evaluated exhibited a
Bradyrhizobiumviable cell concentration higher than 8.0 ¥ GFU/ml or /g, and 88% of the
products had a cell concentration higher than 110°xCFU/ml or /g. Thus, at inoculation, the
number ofB. japonicumandB. elkaniivaried from 3.2 x 10to 7.0 x 16 cells per soybean seed.
These results contrast with some studies that giestlia pessimistic scenario for selling and
using agricultural inocularits®?* The results of Gomeet al®® from the evaluation of 18
commercial soybean inoculants in Argentina showed 17 were contaminated and that the
contaminant concentration was higher thanBhgponicumconcentration in 14 inoculants. In

1 of the 65 commercial biofertilizer evaluated, 3% the

the study by Herrmanmt a
products could be considered as “pure” and 63% wentgaminated. However, in the study by
Benintentd showed that among 128 analyzed products, 76% \aemve the minimum
concentration recommended for NNFB (1.0 x® XDFU/ml or /g), and the contaminant
concentration was higher than the NNFB concentnaitin30%. The improved quality of the
industrial inoculants produced is certainly related improved techniques for inoculant
processing, purification, and compositidri®and to the development of government regulations
that define inoculant quality standaftis®

The effectiveness of the Petri dish counting teghes was associated with the
development of a culture medium adequate for tlavtyr of strains of interest. Evaluation by
counting with culture medium 79 with Congo red litatied the differentiation of contaminant
colonies fromBradyrhizobiumcolonies on the surface of the Petri dishes iatidih factors less
than 1C°. Specifically for theBradyrhizobiumstrains of the inoculants in question, which db no
absorb the dye, the appearance of reddish coloméss indicative of contamination. It is

commonly accepted that the rhizobial colonies weakisorb the indicator, while contaminants

absorb it more strondiyIn the case of the strains present in the soybezmulants that do not



41

absorb this indicator, this convention can be &pblHowever, this characteristic should be
tested beforehand in other Rhizobium strains bec@udoes not occur in all strains of this
group and contaminant strains that do not absomg@aed also exi&* For the culture
media with bromothymol blue, there were alkalinigat and the inoculant and contaminant
strain colonies were differentiated by morpholobicaits.

Adding antibiotics to the culture medium f&radyrhizobiumgrowth facilitates the
evaluation of inoculant quality because they inhthie growth of fungal and Gram-positive
bacteria contaminants on the surface of the Peasit®d®* In this study, the purity
characteristics of the inoculants were within teeommended quality parameters. Thus, it was
not possible to verify the advantages of usingnaigtiobials in inhibiting contaminants that may
negatively affect the inoculant CFU count. Howewatding 1.0 mg/L of VAN did not inhibit
the growth of contaminant colonies in dilutionssléban 10. The contaminants were most
likely Gram-negative or the VAN was not within tiheinimum inhibitory concentration for
these bacteria, although the concentration recordeteim the scientific literature was uéed
The presence of actinobacteria colonies in dilstiof 10* in all culture media when a peat
inoculant was evaluated contradicted the resultsoofvrier et al?®, who observed that adding
PCNB to the culture medium inhibited actinobacterawth.

The Bradyrhizobiumcounting on Petri dishes by independents anatiidtaot interfere
with the final number of cells. The viable cell cowf the 11 inoculants evaluated by the three
independent analysts exhibited no significant vwna(p > 0.05) within the same product and
Petri dish counting technique. Thus, the success aifality control program is also related to
hiring a qualified technical staff and standardiginethods. The Petri dish counting techniques
described in this study showed significant reprddlity and may be used as tools to aid in
operational procedures to standardize inoculanityuvaluation.

Although the concentrations of cells in inoculamtsre in accordance with standards

established by legislation, there was significaatiation in the concentration of cells and
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counting techniques. In microdrop counting, the hanof cells was 1.0 x 18 CFU/ml or /g
of inoculant in 98% of the Petri dishes, in comgani to 73% for the spreading technique. The
difference in the concentration of cells betwees Betri dish counting techniques cannot be
explained by the volume of plated inoculant (2@n the microdrop technique and 1G0in the
spreading technique). The area occupied by CFUWeretri dish surface can vary according to
the inoculated volume, influencing the final cowitthe number of colonies and thus the

accuracy of the techniques. According to Herigstadl'’

, in the microdrop technique, 10
drops with a volume of 1Ql/drop of inoculant occupied an area equivalent@ocnf on the
surface of the Petri dish, and in the spreadinkrtiegie, the volume occupied an area of 64.cm
Thus, the smaller area would imply less dispersibeells and, consequently, underestimation
of the CFU number, which was not the case in authstwhere the distribution of the samples
into smaller droplets allowed for higher accuratgounting the colonies.

Therefore, the absence of standardized methodalogerameters for counting using
the microdrop technique and the variation in thsults compared to the other counting
techniques could interfere with the adoption of ttechnique by inoculant quality programs.
Other studies, as well as the Brazilian normatiaructions, employ the spreading counting
technique for evaluating inoculant qualify® In this study, counting using the microdrop
technique more closely approximated the concentraif cells ofBradyrhizobiumspecified on
the inoculant packaging label. Furthermore, therodiop counting technique required less time
to evaluate the samples and used less consumalikriahgglassware and reagents). To
evaluate the inoculants using the spreading tecknitR Petri dishes were used (for analysis of
one packet of inoculant per analyst for each celtaedium) with a mean volume of 240 ml of
culture medium. For the microdrop technique, tweriRlishes were used (for analysis of one
packet of inoculant per analyst for each culturediom®) with a mean volume of 40 ml of
culture medium. This translated to a reduction mraximately 83% in the consumption of

Petri dishes and culture medium when the microtiopnique was used.
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The estimated density of viable NNFB using the Mteshnique in plants is usually
associated with Petri dish counting techniques valuating inoculant quality. The MPN
technique in plants does not have standardizedadstbapable of reproducing results that are
accurate and in accordance with the other coumécigniques. Scott and Porfeobserved that
increasing the incubation period of the inoculaihitns before plant inoculation resulted in
increased counts of 37-97% using the MPN techniiqueants compared to counts detected by
Petri dish counting. Menyah and Satdighlighted an increase in the period between
inoculation and nodulation as responsible for thdation in the estimate of the MPN B
japonicum To avoid these problems, we inoculated the planteadiately after preparing the
suspensions and evaluated the presence of noduldmy8 after inoculation. Although the MPN
technique in plants is laborious, it is useful fat only detecting infective rhizobial cells but
also for confirming their symbiotic efficiency, vdh is essential to promote plant growth in the
case of inoculants.

The methods used in the present study may be @mesichow evaluation criterions in
programme of inoculant control quality. It was abveel that the use of culture medium 79 with
Congo red or bromothymol blue was effective in CEQunting and the use of the
antimicrobials PCNB and VAN does not interferedhatihe growth oBradyrhizobiumcolonies
in Petri dishes. The use of consumable materiaktarttiard equipment, calibrated pipettes, and
trained technical staff minimized handling errorgl gromoted efficient reproducibility of the
analyses. Furthermore, Petri dish counting usimgrticrodrop technique was advantageous
over the spreading technique because of reducedrimgntation, evaluation, and counting
times; reduced material consumption (reagents aadsware); accuracy similar to the
spreading technique; less difficulty in counting ttumber of colonies; and a similar number of
cells counted to that described by inoculant mastufars. However, the method of most

probable number in plant not reproduced resultsviieae in accordance with the microdrop and
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spreading technique, but this method allowed olisgiinfective rhizobials cells and confirmed
their symbiotic efficiency.
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Table 1. Evaluation of culture media and technigiegscounting cells in Petri dishes &

japonicum and B. elkanin commercial soybean inoculants.

Number of cells viable by colony-forming units (IlggFU/ml or /g)

Medium 79- Modified medium Medium 79- Congo Modified medium
Products bromothymol blue 79- bromothymol red 79- Congo red
blue

Spread. Microd. Spread. Microd. Spread. Microd.  re&gd Microd. Means VC(%)
Liquid
Inoculants
A 9.94 bA 10.20 aA 9.98bA 10.22 aA 9.99bA 10.P8al10.11 aA 10.18 aA 10.11 1.12
B 9.83 bA 10.04aA 9.80bB 10.13aA 9.69bB 10B4a 9.76 bB 10.07 aA 9.92 1.09
C 8.72 bD 9.05 aD 8.83 bF 9.06 aE 8.52 bF 9.02 aF .86 9.06 aD 8.89 1.90
D 8.57 bD 9.02 ab 8.66 bG 9.04 aE 8.41 cF 9.11 aF .61 BE 9.01 aD 8.80 1.12
E 9.45 bB 9.74 aB 9.27 bE 9.67 aC 9.30bC 9.75aC 36 8C 9.74 aB 9.54 1.07
F 9.44 bB 9.79 aB 9.40 bD 9.72 aC 9.37 bC 9.75aC 39 BC 9.79 aB 9.58 0.65
G 9.83 aA 9.86 aB 9.85 aB 9.84 aB 9.80 aB 9.85aC 80 &B 9.86 aB 9.84 0.46
H 9.70 bA 9.72 bB 9.67 bC 9.84 aB 9.72 bB 9.78aC 638C 9.83 aB 9.74 0.71
Peat
Inoculants
| 8.90 bC 9.12 ab 8.95 bF 9.00 bE 8.91 bE 9.07 aF .97 BD 8.98 bD 8.98 0.52
J 9.10 aC 9.24 aD 9.16 aE 9.25 aD 9.13 ab 9.22 aE.14 & 9.50 aC 9.21 2.19
K 9.34 aB 9.54 aC 9.22 aE 9.35aD 9.47 aC 9.42aD 38 &C 9.30 aC 9.38 0.90
VC(%) 1.53 1.04 0.93 0.93 1.16 0.81 1.51 1.01
Mean 9.35 9.57 9.35 9.55 9.30 9.56 9.36 9.54

The mean cells concentration &radyrhizobiumindicated by inoculants manufacturers was 9.70
log:cCFU/ml or /g (5.0 x 19cells/ml or /g) for liquids and peat inoculants.

Means in three replicates and followed by sameriélbwercase in the same row or uppercase in the
same columnare not statistically different, according to the&-Knott test at 5% probability

Legend: Spread — counting by spreading techniquerdd. — counting by microdrop technique; VC —

variation coefficient.
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Table 2. Evaluation of methods fBr japonicum and B. elkagbunting using the spreading and

microdrop techniques in commercial soybean inodalan

Number of cells viable by colony-forming units (IlggFU/ml or /g)

Medium 79 — Modified medium 79 - Medium 79 — Modified medium79 -
bromothymol blue bromothymol blue Congo red Congo red
Products Analysts Spread.  Microd. Spread. Microd. Spread. Microd. esgr Microd.
Liquid
inoculans
1 9.79 10.14 10.18 10.19 10.04 10.10 10.20 10.17
A 2 9.89 10.44 9.91 10.35 9.89 10.17 10.06 10.24
3 10.07 10.12 10.05 10.08 10.01 10.19 10.07 10.19
1 9.59 10.07 9.72 10.07 9.77 10.01 9.79 10.09
B 2 9.99 9.93 9.85 10.12 9.61 10.04 9.88 10.02
3 9.92 10.10 9.80 10.14 9.66 10.10 9.59 10.10
1 8.82 9.08 8.72 9.03 8.77 9.01 8.76 9.09
C 2 8.76 9.14 8.82 9.10 8.52 9.04 8.60 9.02
3 8.56 8.94 8.93 9.14 8.27 8.96 9.08 8.94
1 8.56 9.15 8.81 9.07 8.35 9.16 8.76 9.09
D 2 8.52 8.95 8.62 8.95 8.52 9.10 8.62 9.05
3 8.61 9.04 8.51 9.09 8.33 9.03 8.43 9.00
1 9.36 9.86 9.25 9.74 9.23 9.82 9.40 9.86
E 2 9.72 9.71 9.36 9.79 9.44 9.81 9.36 9.82
3 9.19 9.67 9.19 9.67 9.23 9.76 9.32 9.57
1 9.51 9.76 9.52 9.64 9.36 9.77 9.27 9.63
F 2 9.45 9.76 10.44 9.93 9.29 9.74 10.44 9.76
3 9.37 9.89 9.33 9.69 10.44 9.74 9.44 9.87
1 9.84 9.83 9.87 9.84 9.81 9.82 9.85 9.91
G 2 9.79 9.89 9.87 9.94 9.74 9.69 9.84 9.95
3 9.86 9.83 9.53 9.84 9.84 9.91 9.71 9.81
1 9.82 9.74 9.59 9.70 9.69 9.81 9.61 9.89
H 2 9.62 9.71 9.67 9.84 9.70 9.77 9.62 9.88
3 9.65 9.92 9.73 9.88 9.78 9.76 9.65 9.79
Peat

inoculants
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8.94

9.00

8.75

9.10

9.19

8.99

9.40

9.16

9.46

9.10

9.20

9.04

9.14

9.30

9.40

9.70

9.27

9.54

8.98

9.02

8.83

9.07

9.20

9.19

9.34

8.83

9.20

9.05

9.13

9.00

9.15

9.44

9.25

9.55

10.21

9.48

8.86

9.02

8.85

9.03

9.19

9.16

9.40

9.47

9.53

9.16

9.10

9.01

9.13

9.35

9.17

9.62

9.30

951

8.92

9.11

8.87

9.13

9.16

9.11

9.41

9.44

10.28

51

9.10
9.02
8.86
9.07
9.24
9.10
9.56
10.12

9.40

Means of the analysts in duplicate.

Legend: Spread — counting by spreading techniquerdd. — counting by microdrop technique.
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Table 3. Contingency table for categorical variableNumber of viable cells” of

Bradyrhizobiumand “Count techniques” in commercial soybean ifetts.

Count techniques

Number of viable cells (CFU/mlor /g) Spreading  Microdrop

> 1.0 x16 cells 0.73(32)  0.98 (43)
10% - 10 cells 0.27 (12) 0.2 (1)
Total 1 (44) 1 (44)

Total

0.85(75)
0.15 (13)

1 (88)

Fisher's test — p=0.001632
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Figure 1. Boxplot of mean the number of CFUBs&dyrhizobiumin culture media "79" with
bromothymol blue and Congo red, the assessed cariaheroculants. a) Count by spreading
technique and b) count by microdrop technique. hdgé--) cell concentration indicated by the
manufacturer, (-) cell concentration specified le tegislation, (- * -) minimum acceptable
concentration of cells by legislation. Liquid indants: A, B, C, D, E, F, G and H; Peat
inoculants: I, J and K. Inoculants manufacturedArgentine companies: A, B, E, F, G, H;
inoculants manufactured by Brazilian companiesDCJ, J, K. Means of 24 replications per
counting technique, and each sample evaluatedrbg timalysts in four culture media. Dilution
was performed in duplicate.
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ARTIGO 2

EFICIENCIA SIMBIOTICA E CARACTERIZACAO GENOTIPICA [E VARIANTES DE
ESTIRPES DBBradyrhizobiumspp. EM INOCULANTES COMERCIAIS PARA A SOJA.

Normas da revista Scientia Agricola Journal

Leonardo de Paiva Barbds®atricia Freitas CostePaula Rose Almeida Ribeftdvarcia
Rufini’ e Fatima M. S. Moreifa

'UFLA — Programa de Pés-Graduacgio em Microbiologigiddla, C.P. 3037 — 37200-000 —
Lavras, MG — Brasil.

2UFLA - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia do, 8ok 3037 — 37200-000 — Lavras,
MG — Brasil.

*Corresponding author <fmoreira@dcs.ufla.br>
Resumo: O sucesso na produtividade de sdigine max(L.) Merril) esta relacionada com

sua eficiente associacdo simbidtica com bactériraddras de nitrogénio do género
Bradyrhizobium A inoculagcdo com estirpeBradyrhizobium japonicune B. elkanii € uma
pratica comum para essa cultura agricola, sendo/apgcdes na composicdo dos inoculantes
podem alterar a qualidade do produto. O objetiwsd@studo foi avaliar a eficiéncia simbiotica
de isolados com caracteristicas culturais distimtas estirpesB. japonicume B. elkanii
presentes em inoculantes comerciais para soja.r@ctesizacdo cultural e o sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA foram utilizados na ider@¢do dos isolados. Os isolados e as
estirpes recomendadas SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEBBA e SEMIA 5019 foram testados
separadamente para a mesma cultivar de soja (COBOEIG 830 RR), em condi¢cdes
controladas em casa de vegetacao e caracterizadgipos culturais distintos. A identificacao
pelo sequenciamento do gene 16S rRNA mostrou ggensilisolados ndo apresentavam
similaridade com as estirpes inoculantes presewtdésrmulacdo do produto. Nao houve perda
na capacidade de nodulacdo dos isolados estudadosgido, houve significativa diferenca na
eficiéncia simbidtica entre os isolados e as esgtiipoculantes. Porém, a presenga de variantes

morfolégicos ndo influenciou na eficiéncia agronéenilos produtos inoculantes.
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Palavras chave:Glicine max gene 16S rRNA, caracterizacdo cultural, rizébios.
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Introducéo

O Brasil é o maior produtor mundial de sofali¢ine max(L.) Merril), com uma
produtividade estimada para a safra de 2013/140dgabas por ha, em uma area plantada de
aproximadamente 29 milhdes de ha (CONAB, 2013)indbimse entre bactérias fixadoras de
N, (BFN) do génerdradyrhizobiume a soja pode ser uma das responsaveis pelo sutess
produtividade. Estirpes desse género, recomendadaso inoculantes comerciais, Ssao
encontradas em mais de 90% dos solos com plansojdeno pais (Ferreira e Hungria, 2002).
Em &reas cujas populacdes Beadyrhizobiumnos solos sdo baixas ou simbioticamente
ineficientes a inoculagédo das sementes antes diogéaconselhivel. Dessa forma, a producao
industrial de inoculantes comerciais tem encontadanercado promissor. Porém, o potencial
agricola dos inoculantes pode ser menor caso bdjlizacdo nitrogenada no solo, inoculacéo
inadequada das sementes e producédo de inoculantesciais com baixa qualidade.

Os inoculantes comercializados no pais para ovoulle soja sdo formulados com
estirpes das espéci@radyrhizobium japonicun{SEMIA 5079 e 5080) éradyrhizobium
elkanii (SEMIA 587 e 5019). Essas espécies apresentanctedsticas desejaveis para
inoculacdo como estabilidade genética, efeito sabreultura agricola, competicdo com
populacdes nativas e persisténcia em ambientesrsadvalo solo na auséncia da planta
hospedeira (Stephens e Rask, 2000). Ainda, agp&stinoculantes sdo capazes de suprir
completamente a demanda da planta por nitrogénimdiit et al., 2006). Contudo, toda a
cadeia da inoculagédo pode ficar comprometida casprodutos inoculantes ndo estejam de
acordo com critérios de controle de qualidade.ifsw, o estabelecimento de parametros que
definam a qualidade dos inoculantes é primordied padronizacdo dos produtos (Castroux et
al., 2001; Herridge et al. 2002).

Dentre as caracteristicas de um inoculante idesdtabilidade genética e integridade de

Bradyrhizobium ainda sdo questionadas. Vérios estudos tém alwrdadiacdes nas
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caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas, gemdtie simbidticas dBradyrhizobiumisolados

de solos inoculados com estirpes inoculantes, uatidlo a essas variagdes 0s processos de
adaptacdo e recombinacdo genética com microrgasisrativos (Ferreira e Hungria, 2002;
Galli-Terasawa et al., 2003; Batista et al., 20Biyngo et al., 2008; Barcellos et al., 2007).
Porém, estirpes inoculantes d& japonicumou B. elkanij cultivadas em condi¢des
laboratoriais, também produzem col6nias com mogia® e gendtipos distintos (Sylvester-
Bradley, 1988; Basit et al., 1991; Kober, 2004)va#iacao genética dBradyrhizobiumem
condic@es laboratoriais pode alterar as relac@ai@nticas com a planta hospedeira (Torres et
al., 2012). Este pode ser um importante fator aceesiderado na selegéo e recomendacao de
estirpes inoculantes, assim como no seu controtpidiédade.

Técnicas moleculares, associadas a caracterizagéioat, tém sido utilizadas em
estudos filogenéticos e na identificacdo taxondndigaizébios. O sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA é amplamente usado para definirGetagenéticas e caracterizar estirpes ao
nivel taxondmico de género ou, em alguns caso®cesgWoese, 1987; Young e Haukka,
1996). A sequéncia desse gene € altamente conaemadendo dificultar na diferenciagéo
entre espécies (van Berkum e Fuhrmann, 2000; Barriet al., 2011). Porém, alguns estudos
demonstraram que essa técnica foi capaz de difaréagonomicamente entBradyrhizobium
elkanii e Bradyrhizobium japonicunfMenna, et al. 2006; Batista et al., 2007; Asersale
2012; Guimardes et al. 2012; Rufini et al., 20Rgra andlises de inoculantes comerciais, o
sequenciamento desse gene pode disponibilizamiaigiies que permitem discriminar entre as
estirpes referéncia do produto e possiveis contartes.

VariagGes fenotipicas e genotipicas em estirpeBrdelyrhizobiumem condi¢bes
laboratoriais, além de comprometer a analise dalybooinoculante, podem influenciar a
associagcdo simbidtica com a planta hospedeira.cbela com a intensidade dessa variagéo,
rizébios podem perder a capacidade de nodular ¢orisar menos eficientes na fixacdo de N

Alguns estudos tém exibido que variacGes naturisorfologia e no gendtipo de colbnias de
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Bradyrhizobiumpodem refletir em alteracdes nas caracteristicalsi@icas (Fuhrmann, 1990;
Melchiorre et al., 2011; Torres et al., 2012).

Experimentos em casa de vegetacado indicaram queiabilidade nas caracteristicas
fenotipicas das estirpd®. japonicumou B. elkanii de inoculantes comerciais interferiam na
competitividade para formacédo de nodulos, nodulagéficiéncia na fixagdo de nitrogénio em
soja (Kober et al., 2004). A identificacdo por céesizacdo cultural e genética de variantes de
Bradyrhizobium com menor eficiéncia simbiotica pode auxiliar nelegdo, producgdo e
manutencdo de estirpes inoculantes pela industpareinstituicbes de recomendacdo e de
aprovacgao.

Programas de controle de qualidade de inoculardetam a contagem de células
viaveis e a presenca de contaminantes como ospaiscritérios de avaliacdo (Brasil, 2011;
Herrmann e Lesueur, 2013). Além desses, a carzetéo cultural e genética das estirpes dos
inoculantes pode auxiliar na descricdo e na andfiseprodutos. Assim, os objetivos do nosso
estudo foram caracterizar morfoldgica e geneticaenas coldnias com caracteristicas culturais
distintas das estirpd. japonicume B. elkaniipresentes em inoculantes comerciais para soja e
avaliar a eficiéncia simbidtica com soja em casuatgetacao.

Material e métodos

Origem dos isolados e condigbes de cultivo

Durante os procedimentos de avaliacdo da qualididell produtos inoculantes
comerciais para soja foram observadas colOniaseti@cas com caracteristicas culturais
diferentes das estirpes relacionadas nos roétulogbsdrcdo do corante vermelho Congo e as
caracteristicas culturais foram os critérios wilias para diferenciar os isolados das estirpes
inoculantes. Destes inoculantes comerciais, novesaptavam em sua constituicdo apenas
Bradyrhizobium japonicun{SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e dois apresentavBmelkanii
(SEMIA 587) eB. japonicum(SEMIA 5079). As informacBes sobre origem, frequérdas

col6nias distintas nos inoculantes e caractergstiltes produtos inoculantes estdo descritas na
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tabela 1. No total, 12 isolados foram selecionad®samostras de inoculantes em diluicbes
iguais ou maiores que t0De acordo com a Instrucdo Normativ& I8 (Brasil, 2011),
inoculantes comerciais podem apresentar microngensisnao especificados em diluicbes
menores que 17 por isso essas condicdes ndo foram avaliadas.

Caracterizacgéo cultural

A caracterizacdo cultural das bactérias foi redhizam meio de cultura 79 (Fred e
Waksman, 1928), também conhecido como YMA (Vic&®70), com pH 6,8. SolugBes dos
corantes azul de bromotimol (0.5%) ou vermelho ooftg25%) foram adicionados aos meios
de cultura para avaliagdo da modificagdo de pHmulicacdo de bactérias contaminantes,
respectivamente.

As colbdnias foram avaliadas com relacdo ao diametnq producdo e consisténcia do
muco, tempo de aparecimento das primeiras col@swésdas, reacdo alcalina/acida e absorcéo
de corante, durante 15 dias de cultivo no escug8’&€, em pH 6,8. As andlises foram
realizadas diariamente a partir do apareciment@dageiras colbnias isoladaBara confirmar
as caracteristicas morfologicas da coldnia originalisolados foram cultivados cinco vezes
sucessivas em placa com meio 79.

As estirpes utilizadas no Brasil como inoculantesierciais para a soj8, japonicum
(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) 8. elkanii (SEMIA 587 e SEMIA 5019), aprovadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecime(APA), foram também incluidas para
caracterizacdo cultural, para verificar a semelaadestas com as estirpes analisadas no
presente estudo.

Identificacdo dos isolados e sequenciamento parcidd gene 16S rRNA

Os 12 isolados foram selecionados para o sequesisiarparcial do gene 16S rRNA. A

extracdo de DNA foi realizada pelo método lde alcalinade acordo com Niemann et al.

(1997), de células crescidas pimco dias em meio 79 sélido a 28°C.
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A amplificacdo parcial do gene 16S rRNA foi reatizecom volume final da reacéo de
50 pL, com as seguintes concentragdes: 5 pL DNA, BNTP (2 mmol [Y), 5 pL tampo 10x,
4 pL MgCh (2.5 mmol %, 1 pL de cada primer iniciador (10 mmol)L— 27F (5™
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5-GGTTACCTTGTTAGACTT-3’), 0.4 puL
Taq DNA polimerase (5U |il) e agua ultra pura estéril. A reacéo foi realizadeEppendorf
Mastercycler (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha), cosnseguintes ciclos: desnhaturacéo
inicial (94°C por 5 min), 35 ciclos de desnatura(@C por 40 s), anelamento (55°C por 40 s),
extensdo (72°C por 1.5 min) e extenséo final (489%C7 min). A amplificacdo do produto da
PCR e as suas concentracdes foram verificadaslguiraorese com 5 pl de produto da PCR
em gel de agarose a 1% e coloragdo com SYBR (bmatr). Um marcador molecular
(SmartLadder-Eurogentec) foi incluido para estinesr comprimentos dos produtos de
amplificagdo. Os produtos da PCR foram enviadoslaaratorio da Macrogen Inc. (Macrogen
Inc., Seul, Coreia), para 0 sequenciamento.

A qualidade das sequéncias foi verificada usangwograma Bionumerics (Applied
Applied Maths, Austin, TX, EUA/erséo 7.1 e submetidas ao BLAST para compara¢cdo com as
sequéncias do GenBankNational Center for Biotechnology Information, 120

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/Todas as sequéncias analisadas apresentaramoname

de pares de bases igual ou superior a 470.

Testes de autenticacdo do isolados e fixagdo dg N

Os 12 isolados foram avaliados quanto a sua cageide nodular e fixar.,Nem soja.
Os experimentos foram conduzidos em casa de végetap Laboratério de Biologia,
Microbiologia e Processos Bioldgicos do Solo - LBBS?da Universidade Federal de Lavras,
por um periodo de 30 dias, entre 0os meses de outeibnovembro/2012, em condicbes
controladas de temperatura, luminosidade e umidadsperimento foi conduzido em garrafas
de vidro do tipdong neck(500 mL) reciclaveis e esterilizadas, utilizandogapel filtro como

suporte para o desenvolvimento das raizes dasapldRtorentino et al., 2009). As garrafas
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foram revestidas com papel aluminio e preenchidas solucdo de Hoagland e Arnon (1950)
diluida quatro vezes. Nos tratamentos inoculado® e€ontrole sem inoculacdo foi utilizada
solugdo de Hoagland e Arnon (1950) com baixa cdragiio de nitrogénio (5.25 mg?),
considerada dose arranque para o processo dedikaglagica de nitrogénio. No controle sem
inoculagdo e com nitrogénio, foi utilizado solugioHoagland e Arnon (1950) completa, com
52.5 mg L* de nitrogénio. Em todos os experimentos tambéranfoutilizados controles
positivos, inoculados com as estirfg@adyrhizobium elkani{SEMIA 5019 ou SEMIA 587) e
Bradyrhizobium japonicunfSEMIA 5079 ou SEMIA 5080), separadamente, aprovguia

soja pelo MAPA (Brasil, 2011).

A espécie de planta teste utilizada nos experimneioicGlycine maxcv. COODETEC
5G 830 RR). As sementes de soja foram previamerdieféstadas superficialmente com alcool
70% por 30 segundos, transferidas para solucadpdeltbrito de sédio 2% durante 2 minutos e
lavadas seis vezes em agua destilada estéril. gnidse as sementes foram pré-geminadas em
placa de Petri contendo papel filtro e algodéo weuield e estéril e incubadas a 28°C, por um
periodo de 2 dias. Cada tratamento recebeu umtujald@nos tratamentos inoculados receberam
1,0 mL de inoculo. O inoculo apresentava o isoladoteriano em meio 79 liquido, em um
ndmero de células de aproximadamenteph® mL. Em todos os experimentos foram utilizados
controles positivos, inoculados com as estirgeadyrhizobium elkanii(SEMIA 5019 ou
SEMIA 587) e Bradyrhizobium japonicun{SEMIA 5079 ou SEMIA 5080). Amostras de
inoculantes comerciais provenientes do produto d» @roduto E (inoculantes de origem dos
isolados) foram utilizadas para determinar se agmga do isolado no produto alterava sua
eficiéncia. Foram utilizados dois controles negaindo inoculados, sendo um controle com
solucéo nutritiva formulada com 52,5 mg tle N mineral (como N#H,PO, e KNQ,) e 0 outro
com baixa concentracéo de N (5,25 mb).lOs frascos inoculados foram mantidos em casa de
vegetacdo no LBMPBS da Universidade Federal dedsapor um periodo de 30 dias, em

condi¢Oes ideais de temperatura, luminosidade dadui
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Ao final do trigésimo dia, as plantas foram colkida analisadas com relacdo as
variaveis, numero de nédulos (NN), matéria secan@dulos (MSN), matéria seca da raiz
(MSR), matéria seca da parte aérea (MSPA), matéia total (MST) e eficiéncia em relacdo
ao controle com N mineral (EFCN). A eficiéncia tisda de cada tratamento foi calculada pela

férmula: EFCN = (MSPA inoculada/MSPA com N) x 100.

Testes de nodulacgéo e fixacdo de,dm vasos de Leonard

A patrtir dos resultados de nodulacao e fixacdo denNfrascos de vidro, os 12 isolados
foram avaliados quanto a eficiéncia simbiética eja €m vasos de Leonard, por um maior
periodo de tempo. Os experimentos foram conduzadosasa de vegetacdo, no LBMPBS da
Universidade Federal de Lavras, durante 55 diagei{@aa Margo de 2014). A planta teste e as
condicBes de germinacdo foram as mesmas descntagoamente. ApGs a germinacdo, as
plantulas foram transplantadas para vasos de Leoestéreis (Vincent, 1970), com uma
mistura de areia e vermiculita (1:1) na parte sopesuplementada com solug&o nutritiva
esterilizada (Hoagland e Arnon, 1950) diluida qua#zes, na parte inferior. Cada vaso recebeu
quatro plantulas que foram inoculadas com 1,0 mlindeulo por planta. Cinco dias apés o
plantio, duas plantas por vaso foram cortadas.d3esv/foram distribuidos aleatoriamente com

trés repeticdes na casa de vegetacao.

Nos experimentos foram utilizados controles pos#tipara nodulacdo e eficiéncia, com
as estirpe8radyrhizobium elkani{SEMIA 5019 ou SEMIA 587) 8radyrhizobium japonicum
(SEMIA 5079 ou SEMIA 5080). Foram utilizados doisntroles negativos néo inoculados,
sendo um controle com solucdo nutritiva formuladan 2,5 mg.l* de N mineral (como
NH,H,PQ, e KNQ,) e o outro com baixa concentracdo de N (5,25 HgD contetido dos vasos
foi periodicamente completado com solug&o nutriiveoclavada. As plantas foram colhidas no
inicio do florescimento, e as variaveis, nimerondedulos (NN), matéria seca de nddulos
(MSN), matéria seca da raiz (MSR), matéria secpatte aérea (MSPA), matéria seca total

(MST) e eficiéncia relativa (EFCN) foram determinad
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Analises estatisticas

Os dados de nodulacédo e os testes de fixagdo, desNisolados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), respeitando as preasgle distribuicdo normal dos residuos e
homocedasticidade, usando o programa SISVAR vets@id¢Ferreira, 2011). As médias dos

tratamentos foram avaliadas pelo teste de ScotttKnoom 5% de significancia.
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Resultados

Caracteristicas culturais dos isolados

Durante as andlises de qualidade de 11 inoculaotesrciais para soja, foram obtidos
12 isolados com caracteristicas culturais difeserdas estirpes inoculant& japonicum
(SEMIA 5079 e 5080) 8. elkanii (SEMIA 5019 e 587) (Tabela 2). ApoOs cinco cultivos
sucessivos em meio de cultura 79, os isolados wemain as caracteristicas das col6nias
parentais. Todos os isolados apresentaram credoirt@ro (5 — 7 dias), colonias brancas em
meio de cultura 79 com azul de bromotimol e algzdiram o pH do meio, caracteristicas tipicas
de bactérias do géneRBradyrhizobium Dentre os isolados, aproximadamente 41% formavam
colénias pequenas (diametro < 2,0 mm), em 25% #nies foram puntiformes e 50%
produziram pouco muco (Tabela 2 e Figura 1). Todssisolados absorveram o corante
vermelho Congo (coldnias com coloragéo rosa), exaesolado CJP4 que apresentou coldnias

brancas nessas condi¢des de cultivo (Figura 1).

Identificacéo dos isolados baseada no sequenciameparcial do 16S rRNA

Os dados obtidos a partir das analises das segsatwigene 16S rRNA mostraram que
0s 12 isolados apresentaram alta similaridade comspécie®radyrhizobium japonicunou
Bradyrhizobium elkani{Tabela 3). A similaridade entre os isolados ecauéecia de acesso no
GenBank foi de 99 ou 100%. Os isolados que aprasant sequéncias com 100% de
similaridade com a estirpe referéncia, mas comctenigticas fenotipicas distintas, foram
determinados variantes. Os isolados que ndo apaesen sequéncias com 100% de
similaridade com as estirpes referéncia e com tafatcas fenotipicas distintas foram

determinados rizébios exoticos.
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A identificacdo taxonémica dos isolados ndo estdeaacordo com as estirpes
inoculantes presentes na composicdo do produtoeld@e). Os isolados do produto D néo
apresentaram sequencias similares as estirpesagioeomo inoculantes no Brasil e indicadas
nos roétulos dos produtos, sendo consideradas ogabidticos. Os isolados CGP4, CG1P4 e
CEP4 apresentaram alta similaridade com as estyfE¥A 4348 e USDA 4349. Os isolados
CJP4 e CFP4 foram similares a USDA 6. As estirpas cddigo USDA foram aprovadas pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. eAirpes inoculantes presentes na
formulacao do produto E apresentaram sequénciaaltarsimilaridade a estirpe SEMIA 5079,
de acordo com o inoculante do produto, sendo cersi@ds variantes culturais Bejaponicum
Assim, os isolados presentes nos inoculantes fadantificados como estirpes diferentes das
especificagbes do fabricante ou como variantesiraigt das estirpe. japonicum excluindo,

neste ultimo caso, sua possivel classificacdo aamtaminante.

Testes de autenticacao do isolados e fixagdo de N

Os isolados variantes e de rizobios exoticos foearaliados quanto a eficiéncia
simbidtica em soja. Nos testes de eficiéncia era dasvegetacédo nao foi observado nodulacao
no controle sem inoculacéo e com baixo conteuds deneral e no controle sem inoculacéo e
com N mineral, indicando condicdes ideais de assams conducdo dos experimentos. Os
controles positivos inoculados co elkanii (SEMIA 587 e 5019) . japonicum(SEMIA
5079 e 5080), estirpes aprovadas pelo MAPA, conoculantes para a cultura da soja no
Brasil, assim como os produtos inoculantes D e&jularam eficientemente, evidenciando que

as condicdes de cultivo foram favoraveis a ocoieéda nodulacéo e fixacdo de.N

Todos os isolados estudados foram capazes de nadsiga (Tabela 4). Os inoculantes
dos produtos D e E, além de 58,3% dos isoladossaptaram namero de nddulos similages (
> 0,05) as estirpes inoculantes. Apesar de estimuladalagéo, o peso seco dos nédulos para

os isolados CH1P5, CGP4 e CDP5 foram similaresq®%) aos controles sem inoculacéo.
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Quanto a fixacdo bioldgica de,¥m soja, todos os isolados e as estirpes inoeslant
foram menos eficientep (< 0,05 que o controle positivo (com N mineral) e os pitod
inoculantes D e E (Tabela 4). Para matéria secpad® aérea (MSPA), 50% dos isolados
apresentaram valores menores e diferemes @,05 das estirpes e dos produtos inoculantes.
Para matéria seca da raiz (MSR), essa proporc@aivegara 25% dos isolados. Os valores de
matéria seca total (MST) e eficiéncia relativa (EfGnostraram que cinco dos isolados
variantes e dois rizobios exaticos foram similgges 0,05 a alguma estirpe inoculante. Para
essas variaveis, 0 rizébio exético CG1P4 apresentoumaiores valores dentre todos os
isolados, sendo menores e estatisticamente diér¢gnk 0,05 apenas para o controle com N

mineral e para os produtos D e E.

Os produtos inoculantes D e E apresentaram os @saiatores de MSPA, MSR, MST
e EFCN dentre todos os isolados e estirpes inadmdavaliados. Esses valores indicam que a
presenca de isolados com baixa eficiéncia simlidtas produtos inoculantes ndo interferiu na

eficiéncia do produto.

Testes de nodulacgéo e fixacdo de, ldm vasos de Leonard

Os dados de eficiéncia simbidtica em soja nos @rpetos com frascos de vidro
mostraram que, apesar de apresentar capacidadedigagfio, 40% dos isolados foram
ineficientes na fixacéo biol6gica de.NPara determinar se o tempo de cultivo influenciau
eficiéncia simbiotica, os isolados também foramiadas em vasos de Leonard (tabela5). Nos
testes de eficiéncia em casa de vegetacdo naobfeinado nodulacdo nos controles sem
inoculacédo e com baixo contetado de N mineral eamtrale sem inoculacdo e com N mineral,
indicando condicfes ideais de assepsia nos expanmeOs controles positivos inoculados
com as estirpeB. elkanii (SEMIA 587 e 5019) &. japonicum(SEMIA 5079 e 5080) foram
eficientes na nodulacdo e na fixacdo de démonstrando que as condi¢Bes de cultivo foram

favoraveis para simbiose.
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Dentre os isolados estudados, 67% apresentaramradeenddulos similareg (>
0,05 a pelo menos uma estirpe inoculante. Para oseglte MSN, apenas o rizébio exotico
CG1P4 apresentou resultados similares as estinpesilantes. Embora tenham estimulado a
producdo de nodulos na raiz da soja, os valoregl$l para os isolados variantes CDP5 e

CFP4 foram muito baixo e estatisticamente simpar 0,05 aos controles sem nodulagéo.

Os dados referentes as caracteristicas de efiai@éeciixacdo de Ndos isolados desse
estudo foram significativamente diferentps<(0,05 das estirpes inoculantes e do controle com
N mineral (Tabela 5). Para as varidveis MSPA, MERT e EFCN, 83% dos isolados exibiram
valores iguaisf > 0,05 ou menoresp < 0,05 que o controle com baixo N mineral, exceto a
CGP4 e CG1P4 e as estirpes inoculantes que apes@nvalores maiores. Apenas o isolado
CG1P4 apresentou valores de MSPA, MSR, MST e EF@ENifisativamente maiores

(p < 0,05 que os demais isolados e estatisticamente sesifar> 0,05 as estirpes inoculantes.

Discussado

O isolamento de estirpes de rizébios com alto pidemgricola exige uma série de
medidas experimentais para sua recomendagao cardatps inoculantes comerciais. Embora
varios paises possuam uma legislacdo especifica pacomendacdo, producdo e
comercializacdo de inoculantes, a baixa qualidageses produtos pode comprometer a
tecnologia da inoculacdo (Herrmann e Lesueur, 204 3helhoria dos inoculantes comerciais
esta relacionada com a definicdo de pardmetrogsciarconcisos por programas de controle da
qualidade. Dentre eles, podemos destacar a caractw morfolégica e genética das estirpes
referéncias nos produtos. VariacBes nessas castictes, além de dificultar a avaliacdo do
inoculante, podem interferir nos processos simiwétide nodulagéo e eficiéncia de fixacdo de
N, na planta hospedeira (Bloem et al., 2002; Mclrated., 2005).

Nesse estudo foram selecionados 12 isolados delamies comerciais para a soja com

caracteristicas culturais diferentes das estimpesuiantes dos produtos. A absorcdo do corante
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vermelho Congo foi o principal critério empregadodiferenciacdo dos isolados. Atendendo a
recomendacdo da instrugdo normati%8m (Brasil, 2011), o cultivo em meio 79 com verineel
Congo pode diferenciar entre colénias Beadyrhizobiume contaminantes. Os resultados
mostraram que todos os isolados e as estirpes eecatas absorveram o corante e formaram
coldnias rosa (Figura 1), sendo questionavel o eggpdesse critério como um contra indicador
para identificacdo dBradyrhizobium Esses resultados corroboram com outros estudosn(B

et al., 2002; Botha et al., 2004; Loureiro et2007), sendo essa variagdo associada a interacao
do corante com estruturas na superficie da célelarizbbios, podendo ser: fraca com
polissacarideos capsulares (CPS) (colonia rosaanjdg, forte com as fibrilas de celulose
(colbnias vermelhas) e, ausente com exopolissawaridxtracelulares (EPS) (Zevenhuizen et
al.,, 1986). A cor das colénias dgradyrhizobiumvariou possivelmente pelo aumento na
concentracdo de CPS durante o crescimento da aolBara este grupo bacteriano, o CPS
forma uma camada aderente e coesiva na superficieéldla, auxiliando os processos de
infeccdo na raiz da planta hospedeira (Laus e2@05).

Apesar dos isolados absorverem o corante, todossemaram crescimento lento,
alcalinizaram o pH do meio 79 com azul de bromatimpromoveram a nodulacéo nas raizes
de soja, caracteristicas tipicas de membros do@@&radyrhizobium(Jordan e Allen, 1984).
Além disso, foi observada uma alta diversidade tfpita na morfologia das coldnias.
Adaptacdes a diferentes condicbes do solo e dévaeuttodem explicar essas variagdes
(Breedveld et al., 1993; Boddey e Hungria, 1997jdBa et al., 2007). Porém, os inoculantes
utilizados no presente estudo foram produzidos emdi¢cbes industriais e cultivados em
condigbes padronizadas, indicando que as variagGkgrais ocorreram naturalmente por
alteracdes no gendtipo. Colbnias de rizdbios podminer o fenébmeno de dimorfismo
(Sylvester-Bradley et al., 1988; Mclness et al0%)0devido a recombinacdo ou mutagdes nos

genes reguladores (gere®/exoupsy da sintese de polissacarideos (Downie, 2010).
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As variacfes nas caracteristicas culturais doadssl refletiram na diversidade do gene
16S rRNA. A comparacao das sequencias dos isokstadados com as estirpes inoculante no
GenBank mostraram 99 ou 100% de similaridade paespécieB. japonicumou paraB.
elkanii (Tabela 3). Os isolados do produto D foram idaxadfos ao nivel de espécie &n
japonicumou B. elkanii porém ndo houve homologia com as estirpes inomdalescritas nos
rétulos dos produtos (SEMIA 587 e SEMIA 5079), aadido a presenca de rizobios exéticos. O
emprego de inoculantes formulados com rizébiosieo®tpode comprometer a tecnologia da
inoculacdo devido a auséncia de informacdes solmstabilidade genética, o efeito sobre a
cultura agricola, a competicdo com populacées mianas indigenas do solo, a capacidade de
migrar do substrato inoculante para a planta hasged o tempo de persisténcia em ambientes
adversos do solo na auséncia do hospedeiro. Estseesf sdo determinantes na viabilidade e
eficiéncia agronémica do inoculante.

Contudo, os isolados do produto E apresentaramsaen@entificacdo taxondmica da
estirpe inoculante presente na composicdo origiealproduto, indicando que as coldnias
sofreram dimorfismo. Para esses isolados variamtes;olonias foram caracterizadas como
pequenas ou médias (didametro entre 1,5 — 2,0 mogme pouca producdo de muco, muito
diferentes das estirpes referéncia caracterizadas aolonias grandes (diametro > 2,5 mm),
viscosas e com alta producdo de muco. Sylvesteti@rat al. (1988) observaram dois grupos
morfolégicos distintos, com coldnias aquosas owase@ partir de culturas originais de
Bradyrhizobium No estudo de Torres et al. (2012) foi observadodes modificacbes no perfil
do DNA entre inoculantes comerciais c@njaponicume seus isolados variantes em nodulos
de soja, sob condicbes experimentais controladas.

Variagcbes culturais e genéticas em populacdeBrdayrhizobium sob condicdes
controladas de cultivo foram evidentes. A carazdedo cultural combinada ao sequenciamento
do 16S rRNA permitiu identificar as variacbes natirges desse género. Esses resultados

corroboram com outros autores (Moreira et al., 189@rentino et al., 2010; Perrineau et al.,
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2011). No estudo de diversidade de BFN de soloArmdazénia isoladas de nédulos de caupi,
Guimardaes et al. (2012) encontraram relacéo ean&cteristicas culturais e genéticas para o0s
géneros de rizébio. Menna et al. (2006) tracaranpedfil filogenético de 68 estirpes
recomendadas como inoculantes comerciais no Bpasil caracterizacdo cultural e pelo
sequenciamento da regido 16S rRNA e também idemtifim grupos bem definidos para
géneros de rizébio.

Os isolados de rizébios exoticos do produto D agmiesam capacidade de nodulagdo e
fixacdo de N em simbiose com a soja. Nos experimentos de #@dedd e fixacdo de N
apenas o isolado CGP4 apresentou nodulacdo meaa@sgestirpes e aos produtos inoculantes
avaliados. Contudo, nenhum isolado apresentoutaessl de eficiéncia similares aos produtos
inoculantes. A presenca de rizobios exoéticos ndmpcometeu a eficiéncia do produto
inoculante D (produto de origem dos isolados), apresentou resultados de NN, MSR, MSPA,
MST e EFCN iguais ou maiores que as estirpes inotes. Para 0os experimentos em vasos de
Leonard, apenas o isolado CG1P4 apresentou ressilthdeficiéncias simbidticas similares as
estirpes inoculantes. De acordo com a comparacfceiguéncias do gene 16S rRNA, esse
isolado ndo foi similar as estirpes inoculantesciies no rétulo do produto. Embora os
resultados de eficiéncia do produto D em casa detagdo tenham sido satisfatérios, esses
inoculantes podem ser veiculos para introducao izlibios exéticos nos solos, podendo
interferir na estabilidade genética da comunidaeaibiana nativa do solo.

Para os isolados variantes Blejaponicumdo produto E, as modificacdes culturais ndo
alteraram sua capacidade de nodulacdo com a sajzel@l 4 e Tabela 5). Em ambos os
experimentos de nodulacéo e eficiéncia simbiétmdgs os isolados induziram a formacéo de
ndédulos na planta hospedeira, indicando que a<tesisticas de nodulacdo se mantiveram
estaveis. Mesmo ocorrendo variagdes culturais r@8nias, esses isolados produziram
polissacarideos ativos que os auxiliaram nos psosede infeccdo e formacédo de nodulos na

raiz da soja. Mclnnes et al. (2005) também obsamague, para variantes &norhizobium
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meliloti isolados de inoculantes comerciais na Australigreaenca de colbnias secas ou com
grande producdo de muco néo interferiu na noduldejolanta hospedeira, quando cultivadas
em casa de vegetacdo. A capacidade de nodulaca®stdea correlacionada (dados nao
exibidos) com as caracteristicas de fixacdo deed soja. Embora ndo tenham alterado a
nodulacéo, diferengas nas caracteristicas cultpoaiem ter influenciado a fixagé@o biolégica de
N, com a planta hospedeira (Tabela 4 e Tabela 5).eXpsrimentos de autenticacéo e fixacdo
de N, os resultados de eficiéncia simbiotica do prodtifoi maior que os isolados variantes e
as estirpes inoculantes, indicando que a presasg;&dlados variantes ndo alterou a qualidade
do produto. Ndo houve evidéncias conclusivas sqbet variacdo morfologica na colénia de
Bradyrhizobiuminterferiu nas caracteristicas simbioticas. Outaosores (Fuhrmann, 1990;
Basit et al., 1991; Carvalho et al., 2005; Kobemlet 2004) observaram que variacdes nas
caracteristicas culturais dBradyrhizobiuminfluenciavam na simbiose com soja, todavia
nenhum padrédo na morfologia das col6nia explicbinfauéncia. A identificacdo de variantes
com caracteristicas distintas as estirpes ino@sami as coldnias parentais pode ser um indicio
de alteragBes genéticas que influenciam nas redagiiabibticas. Assim, a frequéncia de
col6nias variantes ou de rizébios exdticos saordatémportantes a serem considerados por
programas de controle de qualidade e na manuteti€dculturas bacterianas em cole¢bes
microbianas.

Nesse estudo foi observado que inoculantes congercfarmulados com
Bradyrhizobium podem apresentar rizobios exoéticos ou variantemn oaracteristicas
morfoldgicas e simbidticas distintas das estirpderéncias do produto. A descricdo cultural
pode ser usada como uma andlise prévia na difagdwide grupos bacterianos distintos. O
corante vermelho Congo ndo pode ser usado como amracindicador fisiolégico para
discriminar entre col6nias dg&radyrhizobiume contaminantes. As andlises do sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA permitiu diferenciar texmicamente os isolados entre rizdbios

exoticos e variantes culturais. Porém, todos dades apresentaram capacidade de nodulacdo
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na planta hospedeira. As caracteristicas de eficiéma fixacdo biologica de,Nlos isolados
foram menores que os produtos ou as estirpes erttesl Assim, alteracdes morfologicas e na
fixacéo bioldgica de Nindicaram que a simbiose enBeadyrhizobiume a soja pode ainda néo
estar bem definida. No entanto, a presenca dentesiamaturais emradyrhizobiumcomerciais
ndo influenciou na eficiéncia simbidtica dos preduinoculantes e ndo comprometeu a
qualidade dos produtos. Embora as analises motesut®jam importantes na identificacao
taxondmica deBradyrhizobium triagens morfologicas continuam sendo ferrameateis para
detectar a variabilidade populacional e a efici#sanbidtica em inoculantes comerciais.
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Tabela 1. Origem dos isolados com caracteristicttisrais diferentes dos inoculantes
comerciais para soja.

Isolado Produto Composicdo Substratd  Diluicio® Células viaveis (cels®g
inoculante  do produt ou mLY)?

CH1P5 Produto E SEMIA 5079 Turfoso 10° 1,2 x 10
SEMIA 5080

CH2P5 Produto E  SEMIA 5079 Turfoso 10°® 1,2 x 16
SEMIA 5080

CCP5 Produto E  SEMIA 5079 Turfoso 107 1,2 x 16
SEMIA 5080

CGP4 Produto D SEMIA 587 Liquido 10° 8,8 x 16
SEMIA 5079

CG1P4 Produto D SEMIA 587 Liquido 10° 8,8 x 1¢
SEMIA 5079

CEP5 Produto E  SEMIA 5079 Turfoso 10° 1,2 x 16
SEMIA 5080

CE1P5 Produto E  SEMIA 5079 Turfoso 107 1,2 x 16
SEMIA 5080

CEP4 Produto D  SEMIA 587 Liquido 107 8,8 x 1¢
SEMIA 5079

CFP5 Produto E  SEMIA 5079 Turfoso 10°® 1,3x 106
SEMIA 5080

CJP4 Produto D SEMIA 587 Liquido 107 8,8 x 1¢
SEMIA 5079

CFP4 ProdutoD  SEMIA 587 Liquido 10° 8,8 x 1¢
SEMIA 5079

CDP5 Produto E  SEMIA 5079 Turfoso 108 1,2 x 16
SEMIA 5080

®Estirpes inoculantes na formulacgédo do produto.

®Substrato do produto inoculante avaliado.

“Diluicéo da amostra do inoculante na qual o isok&tava presente.

YNimero de células viaveis de estirpes inocularsgpdodutos.
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Tabela 2. Caracterizagdo cultural das estirpesulantes e das coldnias variantes isoladas de
inoculantes comerciais para soja em meio 79 sotidm azul de bromotimol ou vermelho
Congo.

Isolado Dia8  Diametrd® pH® Formd” Const. Producdo Cor”  Absorcéo
mass&®  goma® corante®
7 8-
dias 10
dias
CH1P5 7 1,5-2,0 Alc C G M B B R
CH2P5 7 20-25 Alc C G M B R R
CCP5 5 20-25 Alc C G P B B R
CGP4 6 <15 Alc P G P B B R
CG1P4 5 <15 Alc P G P B R R
CEP5 5 20-25 Alc C G P B B R
CE1P5 5 20-25 Alc C G M B R R
CEP4 5 1,5-2,0 Alc P G E B R R
CFP5 5 1,5-2,0 Alc C G P B B R
CJP4 6 20-25 Alc C G P B B R
CFP4 5 2,0-25 Alc C G A B B R
CDP5 5 20-25 Alc C G M B B B
SEMIA
587 5 >25 Alc C A A B B R
SEMIA
5019 5 >25 Alc | A A B B R
SEMIA
5079 5 >25 Alc C G A B B R
SEMIA
5080 5 >25 Alc C G M B B R

"Tempo para aparecimento de coldnias isoladas em @i®iametro da colénia em mm.
®Reac&o do meio de cultivo YMA com azul de bromotiaqms crescimento das colénias: (Al)
alcalina.’Forma da coldnia: (P) puntiforme; (C) circular, itfegular.®’Constituicio da massa
da colénia: (G) gomosa, (A) aquos@Producdo de goma: (E) escasso, (P) pouca, (M)
moderada, (A) abundant€ Cor da colénia em meio YMA com azul de bromotim)
branca.®’Cor da col6énia em meio YMA com corante vermelhogmem 7 dias de cultivo e
entre 8 e 10 dias de cultivo (>7dias): (B) brarfBy;rosa.



Tabela 3. Sequenciamento parcial do gene 16S rRN&stirpes variantes isoladas de inoculantes cisigepara soja.
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Isolado Composicao do Comprimento (bp) das  Sequéncias mais similares encontradas no GenBaRIN
inoculante sequéncias do 16S rRNA Espécie Similaridade (%) NuUmero de acesso
CH1P5 SEMIA 5079 832 B. japonicum SEMIA 5079 100 AF234888
SEMIA 5080
CH2P5 SEMIA 5079 988 B. japonicum SEMIA 5079 100 AF234888
SEMIA 5080
CCP5 SEMIA 5079 932 B. japonicum SEMIA 5079 100 AF2343888
SEMIA 5080
CGP4 SEMIA 587 1070 B. elkanii- USDA 275 99 HQ233242
SEMIA 5079
CG1P4 SEMIA 587 899 B. elkanii- USDA 275 100 HQ233242
SEMIA 5079
CEP5 SEMIA 5079 820 B. japonicum SEMIA 5079 100 AF234888
SEMIA 5080
CE1P5 SEMIA 5079 881 B. japonicum SEMIA 5079 100 AF2343888
SEMIA 5080
CEP4 SEMIA 587 964 B. elkanii- USDA 275 100 HQ233242
SEMIA 5079
CFP5 SEMIA 5079 854 B. japonicum SEMIA 5079 100 AF234888
SEMIA 5080
CJP4 SEMIA 587 714 B. japonicum USDA 6 100 AP012206
SEMIA 5079
CFP4 SEMIA 587 646 B. japonicum USDA 6 100 AP012206
SEMIA 5079
CDP5 SEMIA 5079 470 B. japonicum SEMIA 5079 100 AF234888

SEMIA 5080
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Tabela 4. Valores médios (em gramas por planta aarvariaveis niumero de nodulos (NN),
matéria seca de nodulos (MSN), matéria seca de parea (MSPA), matéria seca da raiz
(MSR), matéria seca total (MST) e eficiéncia reaf{EFCN) de plantas de soja, cultivadas em
frascos de vidro, com diferentes tratamentos: pestirisoladas dos produtos inoculantes,
produtos inoculantes D e E, dois controles ndoulaaos, um com N mineral (+N) e outro com
baixo N mineral (-N) e quatro controles inoculadmsn as estirpes recomendadas como
inoculante para a sojB, japonicum(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) 8. elkanii(SEMIA 587 e
SEMIA 5019).

NN MSN MSPA MSR MST EFCN
Tratamentos
S —— g plantd ------------—- %

CH1P5 6,6 f 0,033d 0463h 0,120d0,586g 35,999
CH2P5 18.3 e 0,060b 0,440h 0,173 ®,673f 34,409
CCP5 16,3e 0,040c 0,610e 0,1960,850d 47,42e
CGP4 53f 0,020d 0,176i 0,093d0,293i 13,601
CG1P4 43,3 c¢c 0,07/0b 0,713c 0,23611,020c 55,40c
CEP5 39,3c 0,043c 0,616e 0,200©,860d 47,94e
CE1P5 55,6 b 0,040c 0,653d 0,193©,883d 50,73d
CEP4 496b 0,043c 0560f 0,176,783 e 43,64 f
CFP5 35¢c 0,096e 0,650d 0,190®,910d 50,66d
CJP4 286c 0,073b 0,656d 0,206©,926d 51,08d
CFP4 56,33b 0,060b 0,650d 0,186®,896d 50,63d
CDP5 2,66 f 0,006d 0,440h 0,126 2a0,573g 34,009

Produto D 416¢c 0,076a 0,770b 0,276 b1,120b 59,86 b
Produto E 41c 0,083a 0,803b 0,270b1,156b 62,45Db
SEMIA587 41.3c 0,066b 0,713c 0,243b1,040b 56,91c
SEMIA 5019 653a 0,076a 0,723b 0,216c1,016 c 56,23 ¢
SEMIA 5079 293¢ 0,086a 0,666d 0,253b1,006¢c 51,83d
SEMIA 5080 35,3¢C 0,050c 0,613e0,233b 0,806d 47,68e
+N of od 1283a 0,413 a 1,700 a 100 a

N 0f 0d 0,353 01143d 0,496h 27,4 h
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*CV (%) 13,77 19,91 4,78 10,24 4,90 4,36

Médias em triplicata. Nas colunas, as médias saguidelas mesmas letras ndo sao
estatisticamente diferentes de acordo com o tesgedtt- Knott com 5% de probabilidade.
*CV — coeficiente de variacao.
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Tabela 5. Valores médios (em gramas por planta parvariaveis nimero de nédulos (NN),
matéria seca de nodulos (MSN), matéria seca de parea (MSPA), matéria seca da raiz
(MSR), matéria seca total (MST) e eficiéncia reaf{EFCN) de plantas de soja, cultivadas em
vasos de Leonard, com diferentes tratamentos:pestiisoladas dos produtos inoculantes
isolados de inoculantes comerciais, dois controizs inoculados, um com N mineral (+N) e
outro com baixo N mineral (-N) e quatro controleedulados com as estirpes recomendadas
como inoculante para a sop, japonicum(SEMIA 5079 e SEMIA 5080) 8. elkanii(SEMIA

587 e SEMIA 5019).

NN MSN MSPA MSR MST EFCN
Tratamentos
e — g plantd ------------—- %
CH1P5 10,1 f 0,013g 1,746g 0,666c 2,423e 24,01h
CH2P5 120d 0,113e 1,773g 0,743c 2,633e 24,40h
CCP5 653e 0066f 19809 0836c 2876e 27,20h
CGP4 98 d 0,250c 2,59 e 0,800c 3,646d 3566f
CG1P4 144 c 0,400b 3,773b 1,226b 5,433b 52,32d
CEP5 118,3d 0,183d 2,303f 0,856c 3,343e 34,69
CE1P5 116,6d 0,101e 2,166f 0,883c 3,150e 29,80
CEP4 13866c 0,083e 1,860g 0,810c 2,753e 25,58
CFP5 102d 0,096e 1883g 0,750c 2,726e 2587h
CJP4 142,3¢ 0,170d 2,163f 0,8l16c 3,146e 29,73
CFP4 70,3 e 0,0656f 1,800g 0,716c¢c 2,573e 24,73h
CDP5 9,6 f 0,01g 2,040f 0,803c 2,846e 28,069
SEMIA 587 118c¢  0,396b 4,160b 1,113b 5,666b 2B0¢c
SEMIA5019 1783b 0,563a 4,480b 1,016b 5,833@2,96b
SEMIA 5079 202 a 0,373b 3,946b 1,05665,376b 54,25d
SEMIA5080 169,3b 0,350b 3,233d 0,946b 4,47043,83 e
+N of 0g 7,273a 2,323a 9,600a 100a
-N of 0g 2,260f 0,803c 3,060e 31,099
*CV (%) 14,38 20,19 7,23 13,23 9,46 4,54
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Médias em triplicata. Nas colunas, as médias seguigelas mesmas letras ndo sé&o
estatisticamente diferentes de acordo com o tesg8edtt- Knott com 5% de probabilidade.
*CV — coeficiente de variacao.
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas das coléarmasmeio 79 com vermelho Congo apés 8
dias de cultivo. A) CH1P5; B) CH2P5; C) CCP5; D)RAS E) CG1P4; F) CEP5; G) CEL1P5;
H) CEP4; 1) CFP5; J) CJP4; K) CFP4; L) CDP5, M) SEN019; N) SEMIA 587; O) SEMIA
5079 e; P) SEMIA 5080.



