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RESUMO

Apesar dos resultados promissores dos inoculantes no feijdo caupi, diversos fatores influenciam a
eficiéncia dessa biotecnologia, tais como formulacbes inadequadas e condi¢des de inoculagdo. Além
disso, o tratamento com fungicidas associado aos inoculantes pode afetar a sobrevivéncia do rizébio nas
sementes. Sendo assim, o objetivo geral foi avaliar a sobrevivéncia de um rizébio em sementes de caupi
tratadas com o fungicida carbendazim e com inoculantes liquidos formulados com os polimeros goma
xantana e carboximetilcelulose (CMC). Um lote de sementes de caupi da cultivar BRS Aracé foi
inoculado com a estirpe UFLA 03-84, eficiente na simbiose com caupi (Bradyrhizobium sp.). Essa estirpe
foi formulada com auxilio dos polimeros goma Xantana e CMC. Os polimeros foram formulados em
diferentes concentragdes. Uma vez obtidas as formulacdes, essas foram associadas ao fungicida a base de
carbendazim, na dose recomendada. A sobrevivéncia da estirpe, em cada formulagdo, foi avaliada aos 0,
1, 2, 3, 4, 12, 24, 96, 192 e 768 horas de armazenamento das sementes tratadas. Os polimeros foram
formulados em dez concentragOes, em trés repeticdes. O nimero de células viaveis foi determinado
através da contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC), usando o método de diluicdes seriadas.
A goma xantana nas concentragfes de 0.025 a 1.0 g/L proporcionou, para a maioria dos periodos de
armazenamento das sementes tratadas, bons valores quanto a UFC. Com relacdo ao CMC, concentragdes
a partir de 1.25 g/L de CMC proporcionaram bons valores de UFC, em vérios periodos de
armazenamento das sementes tratadas. Em geral, com o uso dos polimeros ndo se obteve um padrdo de
crescimento no ndmero de células viaveis da estirpe avaliada, para as concentracdes e periodos de
armazenamento das sementes tratadas nas condic¢Ges do estudo.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp; Rizébio; Fungicida; Biopolimeros

ABSTRACT

Despite the promising results of inoculants in cowpea, several factors influence the efficiency of this
biotechnology, such as inadequate formulations and inoculation conditions. Furthermore, treatment with
fungicides associated with inoculants can affect the survival of rhizobia in seeds. Thus, the general
objective was to evaluate the survival of a rhizobia in cowpea seeds treated with the fungicide
carbendazim and with liquid inoculants formulated with the polymers Xanthan gum and
Carboxymethylcellulose (CMC). A lot of cowpea seeds of cultivar BRS Aracé was inoculated with the
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UFLA 03-84 strain, efficient in symbiosis with cowpea (Bradyrhizobium sp.). This strain was formulated
with the aid of Xanthan Gum and CMC polymers. Polymers were formulated at different concentrations.
Once the formulations were obtained, they were associated with carbendazim-based fungicide, at the
recommended dose for seed treatment. The strain survival, in each formulation, was evaluated at 0, 1, 2,
3, 4,12, 24, 96, 192 and 768 hours of storage of the treated seeds. The polymers were formulated in ten
concentrations, in three repetitions. The number of viable cells was determined by counting colony
forming units (UFC) using the serial dilution method. Xanthan gum at concentrations from 0.025 to 1.0
g/L provided, for most of the storage periods of treated seeds, good values for UFC. Regarding CMC,
concentrations from 1.25 g/L of CMC provided good values of UFC, in several storage periods of the
treated seeds. In general, with the use of polymers a growth pattern was not obtained in the humber of
viable cells of the evaluated strain, for the concentrations and storage periods of the seeds treated.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp; Rhizobium; Fungicide; Biopolymers

INTRODUCAO

O caupi, também conhecido como feijdo de corda, macassar ou fradinho, é uma
fabacea de grande relevancia econémica e social, principalmente no Norte e Nordeste
do Brasil. Constitui-se em um dos grdos mais consumidos nessas regides, por ser uma
importante fonte protéica, com minerais e fibras. Trata-se de uma cultura que gera
emprego e renda a produtores, cujo crescimento vem expandindo nas diferentes regifes
produtoras de gréos, aléem de ser considerada cultivo de subsisténcia para o agricultor
familiar. O caupi apresenta caracteristicas que facilitam seu cultivo, como ciclo répido,
rusticidade, tolerancia a déficit hidrico e adaptacdo a solos pouco férteis (ZILLI et al.,
2009; COSTA et al., 2018; SOUZA, 2017).

Segundo a CONAB (2020), o Maranhdo apresentou uma produtividade média de
feijao- caupi de 534 kg.hal na primeira safra 2019/2020, porém, abaixo das
produtividades alcancadas por outros estados, tais como Mato Grosso (que ja atingiu
1.201 kg.ha'l), Tocantins e Minas Gerais. Isso tem sido atribuido a varios fatores, tais
como a falta de agua em funcdo da estiagem e de temperaturas elevadas (SILVA et al.
2012), emprego de cultivares tradicionais pouco produtivas, baixa tecnificagdo no
cultivo (FREIRE FILHO et al, 2005; MONTEIRO et al., 2012; GUIMARAES et al.,
2020) e a menor fertilidade dos solos ou disponibilidade de nutrientes, particularmente o
nitrogénio (REIS et al, 2018; GUIMARAES et al., 2020).

Varios sdo os resultados de pesquisa que mostram os ganhos em produtividade
que o caupi pode alcancar ap6s inoculagdo das sementes com bactérias fixadoras de
nitrogénio (ZILLI et al., 2009; ALMEIDA et al., 2010; FARIAS, 2014). Estirpes
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testadas ja apresentaram boa eficiéncia na fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), parte
delas com produgéo de biomassa equivalente a 90 %, ou mais, da biomassa produzida
pelo tratamento com nitrogénio mineral (CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

Alguns inoculantes liquidos que existem no mercado buscam uma alternativa
técnica viavel ao uso da turfa, pois procuram reduzir os custos de producéo e facilitar a
aplicagdo do produto na semente no momento da semeadura, bem como manter a
sobrevivéncia e a eficiéncia do rizébio em condi¢bes de campo (SCHUH, 2005). No
entanto, as diferentes condicdes de inoculacdo, tratamentos quimicos nas sementes e 0
tempo de exposicdo a esses produtos devem ser estudados, pois podem afetar a
sobrevivéncia do rizobio. Pesquisas com outros veiculos como gomas naturais,
alginatos, entre outros, podem ser promissores como suporte para a producdo de
inoculantes, destacando-se os polimeros naturais ou sintéticos, 0s quais possam oferecer
caracteristicas desejadas e manter a viabilidade do rizébio (SCHUH, 2005). Os
inoculantes liquidos podem ser aplicados, tanto sobre as sementes como diretamente no
sulco de semeadura. Essas formulagdes proporcionam distribuicdo mais uniformizada e
apresentam capacidade de aderéncia mais efetiva (DENARDIN, 2010).

Sabe-se que a aplicacdo de fungicidas, além de outros agroquimicos sobre as
sementes trazem inumeros beneficios para a producdo vegetal. Entretanto, estes
produtos podem trazer efeitos negativos sobre o rizébio nas sementes, podendo
prejudicar a interacdo simbiotica e reduzir a FBN (CAMPO et al., 2003; CAMPOS et
al., 2009; SANTOS et al., 2018).

Conforme Cardoso et al. (2019) a interacdo entre bactérias do género
Bradyrhizobium com defensivos agricolas pode alterar a FBN e diminuir a nodulagéo.
Pesquisas ainda pouco esclarecem sobre a interferéncia que os diferentes defensivos
poderiam ter sobre a sobrevivéncia das bactérias fixadoras de nitrogénio presente nos
inoculantes, quanto a sua sobrevivéncia nas sementes, 0 que constitui sério obstaculo a
adocdo destas tecnologias conjuntamente (CARDILLO, 2015; SANTOS et al., 2018).

No feijao caupi ainda sdo insuficientes os estudos sobre o efeito de fungicidas
aplicados no tratamento de sementes sobre o rizébio presentes nos inoculantes. Os
fungicidas podem afetar diretamente na FBN por interferir na atividade da bactéria,
podendo causar a sua mortalidade (SANTOS et al., 2018). Portanto, no caso da
aplicacdo de fungicidas, recomenda-se verificar, primeiramente, sua compatibilidade
com o rizébio (CARDILLO, 2015).
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Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia de um
rizobio em sementes de feijdo caupi tratadas com o fungicida carbendazim e com
inoculantes liquidos formulados com os polimeros goma xantana e carboximetilcelulose
(CMC), em diferentes concentracGes e periodos de armazenamento das sementes

tratadas com esses produtos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes da cultivar BRS Aracé, as quais passaram por um
tratamento fungicida a base de carbendazim na dose de 200 mL/100 kg de sementes.

O rizébio utilizado foi Bradyrhizobium sp. estirpe UFLAQ03-84, eficiente na
simbiose com o feijdo-caupi (LACERDA et al., 2004). A estirpe foi cultivada no meio
de cultura 79 (FRED; WAKSMAN, 1928) e YMA (VICENT, 1970) (10 g.L*? de
manitol, 0,01 g.L de K;HPOQ4, 0,04 g.L! de KH,PO4, 0,05 g.Lt MgSO4 7 H,0, 0,01
g.L NaCl, 0,04 g.L! de extrato de levedura em po, 15 g.L* agar, pH ajustado a 6,8-
7,0) a 28°C.

Foram utilizados os polimeros Goma Xantana e CMC, em diferentes
concentracbes em massa por volume. Apdés o preparo, as formulagGes foram
esterilizadas em autoclave a 120 °C. Para a padronizacao da concentracdo do in6culo, as
estirpes foram inoculadas em Erlenmeyer (125 mL), durante 72 h, até densidade dptica
de 0,05 a 600 nm (DOgoo), equivalente a 1,5x10% UFC.mL™ pela escala de McFarland.

Em seguida, uma aliquota de 0,1 mL do in6culo foi adicionada a frascos de
vidro lavados com é&cido e esterilizados com meio 79 liquido modificado. Os frascos
foram distribuidos em uma incubadora a 110 rpm e 28 °C para auxiliar a detec¢do de
possiveis contaminacdes, por alteracbes em pH do meio durante a avaliacdo,
tratamentos controles sem inoculagdo foram mantidos. Aliquotas de 0,1 mL do indculo
da estirpe UFLA 03-84 foi inoculada em cada uma das formulagdes (concentracGes dos
polimeros). Posteriormente, as formulagbes foram transferidas para tubos de
centrifugacdo em polipropileno fundo cbénico, com tampa alongada & prova de
vazamentos, com capacidade de 50 mL, esterilizados por radiagédo gama.

Sementes da cultivar BRS Aracé foram inoculadas em lotes de 200 sementes por

tratamento (concentracdo do polimero x periodo de armazenamento), sendo
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selecionadas aleatoriamente do lote, com 500 pL de inoculante liquido, em trés
repeticdes, sob condigdes de assepsia e ambiente controlado (capela de fluxo laminar).

Foi utilizado o método das diluicBes seriadas. Vinte sementes, retiradas
aleatoriamente de amostras com 200 sementes de cada tratamento, colocadas no
Erlenmeyer contendo 90 mL de solucéo salina 0,85 % estéril e agitadas por 15 minutos,
sendo considerada inicialmente a diluicdo de 101, A partir dessa diluicéo, aliquotas de
1,0 mL de cada formulacdo foram diluidas sucessivamente até a diluicdo de 10
(adaptado de FARIAS, 2014; CARDILLO, 2015).

Aliquotas de 20 mL foram inoculadas em placas de Petri com meio YMA, por
meio da técnica de micro gotas, e secas na capela de fluxo laminar durante 20 min antes
de ser invertida e depois incubada a 28 °C, por um periodo de até 144 h. As avaliacdes
foram realizadas em quadruplicatas (adaptado de FARIAS, 2014; CARDILLO, 2015).

O ndmero de células viaveis foram determinados pela contagem de unidades
formadoras de col6nias (UFC), para cada tratamento, em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) aos 0, 1, 2, 3, 4, 12, 24, 96, 192 e 768 horas de armazenamento das
sementes tratadas com esses produtos. A férmula utilizada para calcular o numero de
unidades formadoras de colonias por milimetro foi:

Unidades formadoras de colonias (UFC.mL™) = NUmero de Coldnias por diluigdo x
Fator de diluig&o.

Os dados de UFC foram submetidos a analise de varidncia e ao
teste F, utilizando software de analise estatistica SISVAR® (FERREIRA, 2011).

Para cada polimero (Goma Xantana e CMC) foi instalado um esquema fatorial
com dois fatores, cada um com 10 niveis (ou seja, 10 concentra¢fes x 10 periodos de
armazenamento das sementes), com 12 repeti¢bes (quadruplicatas) e submetidos ao

teste F e ao Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentadas as concentracbes dos polimeros obtidas
experimentalmente em laboratério, as quais foram utilizadas posteriormente nas
formulagGes (veiculos do inoculante) para o tratamento das sementes de caupi. Para a

obtencdo e escolha das concentraces ideais dos polimeros foram observados
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parametros visuais e sensoriais, a fim de se verificar as consisténcias mais adequadas,

considerando a cor, viscosidade e faixa de pH ideal.

Tabela 1- Concentragdes (g. L) almejadas de dois polimeros obtidas para o preparo
das formulagGes do rizébio visando a inoculacdo de sementes de caupi cv. BRS Aracé.

Polimeros Concentracdes (g.L™)
Goma Xantana 0 005 025 050 075 100 125 150 175 20
CMC 0 005 025 050 075 100 125 150 175 20

Fonte: Os Autores (2021)

A utilizagdo da goma xantana nas concentragbes de 0.25 a 1.0 g.L*
proporcionou, para a maioria dos periodos de armazenamento das sementes tratadas,
bons valores quanto de UFC. No entanto, ndo permitiram obter um padrdo de
crescimento no numero de células viaveis da estirpe estudada, ou seja, ndo houve um
padrdo ou tendéncia de manutencdo da estirpe avaliada, nas condi¢cdes do presente
estudo (Tabela 2).

Tabela 2- Sobrevivéncia de Bradyrhizobium sp. em sementes de caupi cv. BRS Aracé
tratadas com carbendazim e submetidas ao inoculante veiculado pela Goma Xantana
em diferentes concentracdes e periodos de armazenamento das sementes tratadas.

Concent UFC*/periodo de armazenamento das sementes (horas)

racdo 0ht 1h 2h 3h 4 h 12 h 24 h 96 h 192 h 768 h

QLY
0.0 10.5a 5.08d 141b 425a 266b 9.3abc 05c Ob Oc Oc
0.05 35a 329a 41l1a 64la 34b 148ab 1l4abc 205a 43c 12.1 abc
0.25 58a 3.08d 591b Oa 4.41b Oc 9.1abc 10.l1ab 8.6 bc 16.5ab
0.5 8la 17.1bc 991b 19l1a 99ab 195a 20.8a 29b 3.83¢ 6.0 bc
0.75 57a 7.0d 0.25b 5.83a 7.83b 10abc 15.6ab 6.66b 19.7ab 11.4abc
1.0 O0a 0d 4.91b 12a 225a 15bc 0.41c Ob 10.4abc 3.3 bc
1.25 15a 221ab 1.08b la 0.25b 0.16c 1l4abc 10b 12.8abc 19.7a
1.5 Oa 10.2bcd 0.25b 1.33a 0.08b 8.5abc 1.0c Ob 12.3abc 3.0 bc
1.75 O0a 1.58d 1.08b 11la 125b 0.25¢c 5.4 bc 18D Oc 11.6 abc
2.0 02a 6.08d 250b 266a 150b 0.08c 6.3 bc 1.0b 22.9a 13.7ab

*UFC- Unidade Formadora de Col6nias, média obtida na diluicéo de 107,

!Na coluna, médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: Os Autores (2021)

A sobrevivéncia de rizébios em formulac6es veiculadas por polimeros tais como

a goma xantana, pode ser atribuida a propriedade de “encapsular” células bacterianas,
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protegendo-as de estresses ambientais, e, portanto mantendo a sua viabilidade
(DENARDIN e FREIRE, 2000; SANTQOS, 2011).

Os tratamentos foram submetidos em um esquema fatorial, sendo que na analise
da variancia (dados ndo mostrados) ndo houve interacdo significativa entre os fatores
estudados (concentracdo do polimero x periodo de armazenamento das sementes
tratadas), e por isso, sendo analisadas apenas as médias das concentracGes dos
polimeros dentro de cada periodo de armazenamento das sementes tratadas com os
polimeros + fungicida (Tabelas 2 e 3). Pela auséncia de tendéncia no padrdo de
crescimento da bactéria, também ndo houve a possibilidade do uso da analise de
regressao.

Em varias concentracbes do CMC, também ndo houve um padrdo no
crescimento ou na manutengdo da viabilidade celular da estirpe avaliada. Algumas
concentragdes como 0.75 e 1.25 g.L™* do CMC mantiveram uma boa viabilidade celular
até o tempo maximo de 768 h apds o tratamento das sementes com o fungicida.
Concentragdes a partir de 1.25 g.L™* de CMC proporcionaram bons valores de UFC do

rizobio estudado, em varios periodos de armazenamento das sementes (Tabela 3).

Tabela 3 - Sobrevivéncia de Bradyrhizobium sp. em sementes de caupi cv. BRS
Aracé tratadas com carbendazim e submetidas ao inoculante veiculado pelo
Carboximetilcelulose (CMC) em diferentes concentracdes e periodos de
armazenamento das sementes tratadas.

Concentr UFC*/periodo de armazenamento das sementes (horas)
acdo do
pt(ﬁlirS?)ro 0 ht 1h 2h 3h 4h 12h  24h  96h 192h  768h
g.L
0.0 38a b56a 06b 0.1c 8.4 ab 13 a 3.0a 7.6¢C 3.7b 5.4 bc
0.05 Oa 03a Ob 0.3c 1.0b Oc Oa Oc 06b 16¢c
0.25 20a 04a 07b 25ab 05b 87abc 44a Oc 1.3b 15.3a
0.5 3.0a 4.0a 20b 20ab 1.0b 1.1bc Oa 43c 0.3b 05¢c
0.75 Oa 05a 08b 17ab 0.08b 104ab 5.3a 13¢c 0.08b 15¢c
1.0 06a 07a 02b Oc 0b 5.5 abc Oa 05¢c 35b 3.7¢c
1.25 6.2a 47a 124a 2lab 19b 0.3c 75a 305a 247a 17.1a
15 1.7a 15a 06b 15ab 15.1a 01lc 05a 232ab 29.2a 8.0abc
1.75 04a 43a 82ab 05c 02b 33abc 91a 31c 36b 13.7 ab
2.0 22a 02a 27ab 10.7a 33b 95abc 11la 175b 9.5b 2.2¢

*UFC- Unidade Formadora de Col6nias, média obtida na diluicéo de 107,
!Na coluna, médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Os Autores (2021)

Estudos com o CMC mostram este ser um polimero bastante promissor quanto a

sua utilizacdo em formulacdes poliméricas, como no caso das misturas de CMC com
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amido, visando a utilizacio como suporte para inoculantes (RHOR, 2007;
FERNANDES JUNIOR et al., 2006).

Em feijoeiro comum, Kintschev et al. (2014) verificaram que a sobrevivéncia de
duas estirpes de rizébio (Rhizobium tropici + Rhizobium freirei) inoculadas em
sementes foram afetadas pela aplicacdo de diferentes fungicidas, principalmente por
aqueles com modo de acéo por contato. Na presente pesquisa com sementes de caupi foi
utilizado um fungicida sistémico, no caso o carbendazim, o qual é amplamente utilizado
no tratamento de sementes de feijdo comum. Sabe-se que os fungicidas sistémicos sdo
menos toxicos, quando comparado aos fungicidas de contato, assim, é preferivel utilizar
produtos com menor toxicidade, pois este fator também pode interferir negativamente
na sobrevivéncia das bactérias fixadoras de nitrogénio.

Santos et al. (2018), em estudo de compatibilidade do inseticida tiametoxan
com os fungicidas sistémicos tiofanato metilico e fluazinam sobre rizébios, verificaram
que estes produtos foram compativeis no tratamento de sementes de caupi, pois ndo
inibiram o crescimento da estirpe INPA 03-11B.

Nestas pesquisas e no presente trabalho é oportuno evidenciar a recomendacéo
de Barbosa e Gonzaga (2012) de manter o inoculante em contato com o fungicida
durante 0 menor tempo possivel na semente, ou seja, € desejavel um menor tempo de
armazenamento das sementes tratadas com esses produtos, pois isto pode reduzir a
qualidade fisioldgica das sementes, bem como afetar a sobrevivéncia do rizobio nas
mesmas, e por consequéncia prejudicar a FBN. No presente trabalho, bons valores de
UFC foram obtidos em periodos de armazenamento variaveis, variando de 0 a 32 h das
sementes tratadas com produtos estudados.

CONCLUSOES

Na analise da sobrevivéncia da estirpe UFLA 03-84 de Bradyrhizobium sp. em
sementes de caupi cv. BRS Aracé ndo ocorreu um padrdo de crescimento no numero de
células viaveis do microrganismo em funcdo das concentragdes dos polimeros goma
xantana e CMC nos periodos de armazenamento das sementes tratadas com essas
formulagGes e com o fungicida carbendazim.

Mesmo sem a observacdo desse padréo de crescimento e auséncia de interagdes

significativas, a combinagdo do inoculante veiculado pelos polimeros goma xantana e
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CMC com o carbendazim permite a sobrevivéncia da estirpe avaliada, o que foi visto
em muitas concentracbes dos polimeros estudados e em alguns dos periodos de

armazenamento das sementes tratadas com esses produtos.
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