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RESUMO

FERNANDES JUNIOR, Paulo lvan. Composicdes poliméricas a base de
carboximetilcelulose (CMC) e amido como veiculos de inoculacdo de rizébio
em leguminosas. Seropédica: UFRRJ. 2006. 43f. (Dissertacdo, Mestrado em
Agronomia, Ciéncia do Solo).

Esse estudo teve por objetivo avaliar a eficiéncia de composi¢des poliméricas a base de
CMC e Amido como veiculo de inoculagéo de rizébio em caupi. Foram realizados dois
testes de sobrevivéncia da estirpe BR3267 de Bradyrhizobium japonicum incubadas a
temperatura ambiente em composi¢cbes nas propor¢cbes M1, M2; M3; M4 e M5
(CMC/Amido) ndo compatibilizadas e compatibilizadas com ZnO ou MgO. As
composi¢bes M3 e M4 ndo compatibilizadas e compatibilizadas com 1% de ZnO ou
MgO apresentaram a capacidade de sustentar elevadas populagdes bacterianas até o 30°
dia de incubagdo. Foi realizado um experimento com essas misturas, além do inoculante
turfoso, paraavaliar a sobrevivéncia das células rizobianas por um periodo de incubacéo
de 12 semanas. As composigoes compatibilizadas com ZnO, ndo foram capazes de
manter elevadas concentractes de células, até o final do periodo de incubagéo, porém as
composi¢cdes incubadas com MgO apresentaram capacidade de sustentar elevadas
populagdes bacterianas (acima de 10° cdulas por mL) por todo o periodo do
experimento, mantendo-se estatisticamente igual ao inoculante turfoso. Sementes de
caupi pré-peletizadas foram mantidas em geladeira para avaliar a capacidade de
manutencdo das células inoculadas por um periodo de 8 semanas, nas composicoes
utilizadas no experimento anterior. Todos os tratamentos receberam um nimero de
células superior a ordem de 10° células por semente, porém, ndo foram capazes de
manter um elevado nimero de células (acima de 6 x 10°%) por um periodo de incubacdo
superior a 5 semanas, indicando a necessidade de adequacéo da composi¢ao para este
fim. Para avaliar a eficiéncia das composi¢Ges poliméricas na veiculagdo de células
rizobianas em caupi, foi realizado um ensaio em condi¢bes de em casa se vegetacgao.
Todos os tratamentos cujos veiculos utilizados foram composicdes poliméricas
apresentaram-se iguais a turfa, 0 que mostra que o0s inoculantes rizobianos
desenvolvidos a partir de veiculos a base de composi¢des poliméricas sdo capazes de
apresentar desempenho igual aos métodos ja utilizados tradicionalmente na inoculagdo
de estirpes rizobianas em leguminosas. Dessa forma, é possivel desenvolver um
inoculante polimérico parainoculacéo de células rizobianas em leguminosas.

Palavras chave: FBN, caupi, inoculantes, veiculos de inoculagdo, misturas poliméricas.



ABSTRACT

FERNANDES JUNIOR, Paulo Ivan. Carboximethylcelullose (CMC) and starch
polymer blends as carrier of rhizobia in legume plants. Seropédica: UFRRJ,
2006. 43f. (Dissertation, Master Science in Agronomy, Soil Science).

This study had the objective of evaluating the efficiency of carboximethylcelullose
(CMC) and starch based blends as carrier material of rhizobia to cowpea. Two tests
were conducted to evaluate the survival of BR 3267 strain of Bradyrhizobium
japonicum incubated at room temperature in compositions in the proportions of M1,
M2, M3; M4 e M5 (CMC/Starch) compatibilizated with ZnO and MgO or not
compatibilizated. The compositions M3 and M4 compatibilizated and the non-
compatibilizated with 1% of ZnO and MgO showed capacity to sustain high bacterial
populations till the 30" incubation day. It was established an experiment with these
blends and with peat based inoculant, to evaluate the survival of rhizobial cells by a
period of 12 weeks. The compositions compatibilizated with ZnO, were not capable to
maintain high cells concentrations till the end of the incubation period. However the
CMC/Starch/MgO compatibilized blends showed capable to sustain high bacterial
populations (above 10° cells per mL) through the experiment time, being statistically the
same as the peat based inoculant. Cowpea seeds pre-pelletizated were maintained in
refrigeration to evaluate de capacity of maintenance of the cells inoculated, during a
period of 8 weeks, using the same compositions used in the last experiment. In all the
treatments, the seeds received a number of cells above 10° cells per seed, but they were
not capable of maintaining a high cell number (above 6 x 10°), during a period up to 5
weeks, suggesting that it is necessary to adequate the composition to this purpose. An
assay in greenhouse conditions was made to evaluate the efficiency of polymeric blends
as a delivery system of rhizobial cells to cowpea plants. All the treatments that used as
carrier the polymeric blends were statistically equal to the treatments with peat based
inoculants. This result shows that the rhizobial inoculants developed with the carrier
based on polymeric blends using CMC and Starch are capable to produce the same
performance, when compared with methods traditionally used for the inoculation of
rhizobial cells to leguminous seeds. Thus, it is possible to develop a polymeric based
inoculant to the inoculation of rhizobial cellsto legume seeds.

Key words: Biological Nitrogen Fixation, cowpea, inoculants, inoculant carrier,
polymeric blends.



1 INTRODUCAO

Os microrganismos sdo individuos chave na ciclagem de nutrientes devido a sua
versatilidade metabdlica, permitindo a sua participagcdo em diversos processos
biologicos fundamentais a sustentabilidade ambiental. Dentre o0s processos, a
decomposicdo da meteria organica e a fixagéo biolégica do nitrogénio (FBN) sdo os
principais processos biolégicos conduzidos pelos microrganismos (PINTO-COELHO,
2000).

As leguminosas e gramineas constituem familias botanicas com diversas
espécies com importante papel na alimentagdo, e paisagismo. As leguminosas destacam-
se por representar uma importante fonte de proteinas, principalmente para as regifes
mais carentes do globo. Por esse motivo, é de fundamental importancia explorar o
potencial que essas plantas apresentam para a fixacdo biolégica do nitrogénio
atmosférico (FBN).

A FBN é um processo realizado por diversas bactérias que podem ser de vida
livre (Nostoc spp., dentre outras), associativas (Azospirillum spp., dentre outras) e
mutualisticas (Rhizobium spp., dentre outras). Essas bactérias estdo conspicuamente
distribuidas em diversos ecossistemas do planeta, contribuindo para a incorporacdo do
nitrogénio nesses sistemas. Portanto, 0 manejo de sistemas naturai s ou agroecossistemas
€ profundamente influenciado pela gestéo do nitrogénio, umavez que grande parte do N
disponibilizado para as teias alimentares é fixada pel as bactérias diazotroficas.

As bactérias que se associam mutualisticamente com plantas da familia
leguminosae pertencem a seis géneros e sdo chamados coletivamente de rizébio
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2000). Essa associacdo € bastante complexa e seu
estabelecimento depende de fatores genéticos da bactéria e da planta, além de diversos
fatores ambientais. Embora algumas bactérias sejam bastante especificas, sendo capazes
de infectar um pequeno nimero de espécies de leguminosas, outras sG0 muito
promiscuas, sendo capazes de nodular um grande nimero de espécies de leguminosas.
A especificidade e promiscuidade exemplificam a complexidade ecolégica da
associagdo rizobio-leguminosa.

Para se explorar essa associagdo na agricultura, € de fundamental importancia a
selecdo de estirpes de rizébios eficientes com capacidade de fixagcdo do nitrogénio
atmosférico e infectividade das plantas hospedeiras, aliada a competéncia saprofitica.

Na producéo de inoculantes rizobianos, a selecdo de estirpes eficientes é
acompanhada de um trabalho intenso de selecdo e formulagdo de veiculos de inoculagéo
eficientes e de interesse industrial. Esse trabalho, tem colaborado para a producéo de
inoculantes com qualidades bastante elevadas. Um inoculante de qualidade deve ser
capaz de manter grandes quantidades de células rizobianas durante um periodo de
prateleira longo, deve também ser capaz de manter um grande nimero de células por
semente inoculadas. Ap6s o plantio, deve ser capaz de manter elevadas concentractes
de células nas sementes, uma vez que o0 solo pode representar um ambiente bastante
hostil paraas células nafase do plantio (CAUTROUX, et a. 2001).

Além disso, a producdo de inoculantes utilizando veiculos biodegradaveis,
atdxicos, hidrossolUveis, obtidos de fontes renovaveis e de baixo custo; associada com
estirpes de rizébios competitivas, deve ser 0 objetivo de estudos para o desenvolvimento
de novos inoculantes, inseridos no contexto atual da induUstria, da responsabilidade
ambiental e social, economia de recursos e inovagao tecnol 6gica.



A atual lei de propriedade intelectual (Lei n°9279/96) cria mecanismos legais
que estimulam a interacdo entre 0 setor produtivo industrial, 6rgao de pesquisa e
universidades, propiciando o desenvolvimento de novos produtos e processos passiveis
de protecdo da propriedade intelectual.

E nesse contexto que esse trabalho se insere, com o objetivo de contribuir para a
FBN, desenvolvendo um inoculante composto por um veiculo de inoculacdo alternativo
a turfa, utilizando como modelo uma estirpe eficiente (BR 3267 de Bradyrhizobium
japonicum) em feijéo caupi.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fixacdo Biolégica do Nitrogénio.

A Fixacdo Biolégica do Nitrogénio (FBN) € responsavel por cerca de 139
toneladas de Nitrogénio fixado por ano, sd nos ecossistemas terrestres, dando a esse
processo enorme importancia na manutencéo da vida no planeta, situando-se 0 como o
segundo processo biolégico mais importante na terra, juntamente com a decomposi¢éo
da matéria organica, estando atras apenas da fotossintese (MOREIRA e SIQUEIRA,
2002). A FBN é redizada por uma série de bactérias denominadas fixadoras de
nitrogénio ou diazotréficos, que sdo capazes de sintetizar a enzima nitrogenase, que
catalisaareagdo:

N2+ 8H* 8 elétrons+ 16 ATP _NTROGENASE | 9NH;+ Hy+ 16 ADP + 16Pi

As leguminosas tém a capacidade de se associar simbioticamente com bactérias
fixadoras de nitrogénio, chamadas col etivamente de rizébio. O rizébio pode suprir total
ou parciamente a necessidade de nitrogénio da planta hospedeira, enquanto estafornece
carboidratos para o nddulo bacteriano (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). A familia
Leguminosae (Fabaceae) apresenta trés subfamilias: Caesalpinoidae, Mimosoidae e
Papilionoidae, totalizando 19.700 espécies (POLHILL, 1994), das quais estima-se que
mais de 90% das espécies de Mimosoidae e Papilionoidae, sejam capazes de nodular,
enquanto menos de 25% das Caesal pinoidae o0 sjam (HIRSCH et al., 2001).

Os géneros como Rhizobim, Bradyrhizobium, Snorhizobium, Mesor hizobium,
Alorhizobium e Azorhizobium, fazem parte do grupo dos rizébios capazes de nodular
diversas espécies de leguminosas, como arbéreas (Caesalpinia spp., Cassia spp., €tc),
forrageiras (Macroptilium artroporporeum, Arachis pintoi, etc) e de gréos (Phaseolus
vulgaris, Glicine max, Vigna unguiculata, etc.).

O rizébio tem a capacidade de viver saprofiticamente no solo, competindo com
0s demais microrganismos pelos recursos disponiveis (KEY SER, et al.,1997), o que
pode reduzir a populacdo de determinada espécie de rizobio no solo na auséncia de um
planta hospedeira, e por outro lado, na presenca desta, ha um processo de interacéo
guimica e molecular entre o rizébio e a planta. A planta exsuda pela raiz uma série de
substancias, na maioria flavondides, as quais o rizébio tem a capacidade de reconhecer
por meios de mecanismos de fitotaxia JA foram identificados mais de 4.000
flavonoides, dos quais um grupo esta particularmente relacionado a sinalizagcéo entre
leguminosa e rizébio (PERRET et al., 2000). Apds o reconhecimento dos sinais
moleculares emitidos pela planta, o rizébio migra para a rizosfera e € iniciada a sintese
dos fatores Nod, exopolissacarideos sintetizados em resposta a presenca dos sinais
mol eculares exsudados pela leguminosa. Esses fatores Nod tém sua sintese comandada
por uma série de genes denominados genes Nod (HIRSCH et a., 2001; BAI et al.,2002).
KEY SER, et a.,(1997), denominam essa fase como Fase Infectiva do ciclo de vida do
rizébio. Hoje também j& sdo conhecidos diversos mecanismos de “Quorum Sensing”
utilizados pelas espécies de rizébio nainfeccdo da planta hospedeira, mecanismos esses
responsaveis por ativacdo de genes importantes no processo (GONZALEZ e
MARKETON, 2003).

Apbs a colonizagdo da rizosfera as bactérias apresentam expressiva divisdo
celular ao redor dos pélos radiculares. Neste momento estes curvam-se, induzidos pelos
fatores Nod, envolvendo uma quantidade de bactérias. As bactérias penetram no pélo




radicular pela regido apical e comegam intensa multiplicagéo celular em sentido do
cortex daraiz. Essa multiplicagdo direcionada ao cortex forma um cordéo denominado
corddo de infeccdo. O corddo se desenvolve até a regido cortical, onde ramifica—se e
invade algumas células que dardo origem ao primordio do nédulo, ainda ndo efetivo
para a fixacdo do nitrogénio. Nesse primordio, a célula bacteriana sofre uma série de
modificagdes biogquimicas e fisioldgicas, transformando-se em uma célula efetiva para a
fixacdo do N, o bacterdide, que ira se multiplicar novamente dando origem ao nédulo
propriamente dito (concomitantemente com a multiplicacdo das células corticais)
(PERRET et a., 2000). KEY SER, et al. (1997), denominaram essa etapa da infecgéo de
leguminosas pelo rizébio de Fase Simbidtica.

A capacidade de uma estirpe de rizébio nodular uma ou mais espécies de
leguminosas vém da coevolugdo destes dois parceiros, em que os sinais moleculares
emitidos e reconhecidos por ambos parceiros tornaram-se especificos. A elevada
promiscuidade de algumas estirpes € um evento recente, ocasionado por adaptacdo das
plantas e do rizébio as variacGes climéticas locais e de transferéncia latera de genes
entre as diferentes espécies de rizobio (SPRENT, 1994; PERRET et a., 2000). Um
exemplo de estirpe altamente promiscua € a estirpe NGR234 de Rhizobium sp. que é
capaz de nodular 232 espécies de 112 géneros, incluindo uma espécie de ndo
leguminosa (PERRET et al., 2000).

2.2 Inoculagdo de Estirpes de Rizobio como Alter nativa a Adubacéo Nitrogenada

A inoculagcdo de estirpes de rizébio € uma tecnologia que permite acancar
elevadas produtividades com a diminuicdo ou a completa exclusdo dos fertilizantes
nitrogenados. Diversos estudos jA comprovaram que a inoculacdo de estirpes
selecionadas de rizobio pode resultar em produtividades iguais ou superiores quando
comparadas com a adicdo de fertilizantes nitrogenados. FERREIRA et al.,(2000)
demonstraram que a inoculac&o do feijoeiro comum (Phaseolus vulgarisL), com cinco
estirpes de Rhizobiumtropici, apresentou produtividade e teor de nitrogénio nas folhas e
gréos iguais aos apresentados por tratamentos que receberam adubac&o nitrogenada na
semeadura e adubacdo em cobertura. HUNGRIA et a (2000) demonstraram que a
inoculagéo da estirpe PRF 81 de Rhizobium tropici no feijoeiro comum, proporcionou
produtividades iguais ao controle adubado com nitrogénio mineral por dois anos
consecutivos em experimentos realizados no Estado do Parana. Esta estirpe é hoje uma
das recomendadas para o0 inoculante desta cultura MARTINS et al., (2003)
demonstraram que a inoculacgdo da estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium japonicum em
feijdo caupi, em experimentos realizados na regido do Semiarido nordestino, propicia
produtividade equivalente as obtidas com tratamento de adubacdo nitrogenada, 50 kg
N.hal. Em recente revisido, ALVES et a., (2003) relatam que o programa de
melhoramento genético e de selecdo de cultivares de soja para diferentes regides do
Brasil ocorreu para a selecdo de plantas que tivessem forte dependéncia da FBN, em
detrimento adubacdo nitrogenada, permitindo que a selecdo de cultivares de soja
ocorresse concomitantemente a selecdo de estirpes de rizobio eficientes, capazes de
proporcionar produtividades elevadas. Por esse motivo, a soja plantada hoje no Brasil
ndo recebe adubacdo nitrogenada e o nitrogénio € provido totalmente da FBN. A
importancia de um programa de selecdo cultivares produtivos para a cultura de soja
pode ser ressaltado comparando a soja cultivada no Cerrado brasileiro (cuja Unicafonte
de nitrogénio é o nitrogénio atmosférico advindo da FBN) com a soja cultivada no
Norte dos Estados Unidos, onde a FBN supre no méximo 50% do nitrogénio regquerido
paraaplanta (HUNGRIA e VARGAS, 2000).



A adocdo da prética de inoculacgo de rizobio, em detrimento a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados, representa uma diminuicdo significativa nos custos de
producdo vegetal, uma vez que os fertilizantes nitrogenados S50 ONerosos
(DOBEREINER, 1997). E importante destacar também o ganho ambiental na adog&o
desta tecnologia em relacéo ao uso de fertilizante nitrogenado que apresentam algumas
implicagOes ambientais como a emissdo de gases do efeito estufa e eutrofizagdo de
corpos de agua devido a lixiviagdo dos adubos (POWSON, 1993). Deve-se levar em
conta ainda 0s preuizos ambientais causados na fabricacdo dos fertilizantes
nitrogenados. Para a quebra da tripla ligacdo entre os &omos de nitrogénio no gas N\
sdo necessdrias condicdes extremas de temperatura (400°C) e pressdo (300 atm). Essas
condicdes sdo alcancadas com a queima de grandes quantidades de combustiveis
fosseis, emitindo para a atmosfera uma grande quantidade de gases, contribuindo
significamente para o efeito estufa (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

2.3 Producao delnoculantes

De acordo com BASHAN (1998) os inoculantes bacterianos sdo definidos como
sendo formulagdes contendo uma ou mais estirpe bacteriana que tem a capacidade de
promover o crescimento e desenvolvimento vegetal por mecanismos como biocontrole
de agentes fitopatogénicos, promogdo de crescimento pela producéo de fitormonios,
dentre outros, concomitantemente ou ndo com a fixagcdo do nitrogénio atmosférico. Ja os
biofertilizantes sdo formul agdes bacterianas contendo uma ou mais estipe bacteriana que
tem acOes benéficas aos vegetais pela substituicdo total ou parcia de fertilizantes
guimicos, (enquanto os demais efeitos das estirpes bacterianas nas plantas séo
ignorados). De acordo com o protocolo da Rede de Laboratdrios para Recomendacéo,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbiolégicos de Interesse
Agricola (RELARE), um inoculante € “todo produto que contenha microrganismos com
acao estimulante para o crescimento das plantas’, incluindo, em um mesmo grupo, 0s
inoculantes e os hiofertilizantes, até entdo classificados separadamente por BASHAN
(1998). A proposta deste trabalho € a contribuicdo para o desenvolvimento de uma
tecnologia de inoculagdo para aplicagdo na cultura do feijéo caupi, de acordo com as
normas estabelecidas pela RELARE, dessa forma serd utilizada a denominagdo deste
protocolo.

A “inoculacdo” de rizébio para a producéo de leguminosas, data do fina do
século 19. Logo apos a documentacdo de HELLRIEGEL e WILFARTH (1888) (apud
HIRSCH et al., 2001) a respeito dos rizobios como formadores de nddul os e fixadores
do nitrogénio atmosférico nas raizes de leguminosas. A incorporacéo de solos de
regides previamente cultivadas com essas plantas em outras regides ja era recomendada
aos agricultores dos Estados Unidos, com o intuito de incrementar a producdo de
leguminosas em &reas de primeiro plantio (SMITH, 1992; BASHAN, 1998). Em 1896 o
primeiro inoculante rizobiano foi patenteado nos Estados Unidos por Nobbe e Hitner
sob 0 nome de “Nitragin”, utilizando-se culturas puras de rizébio (SMITH, 1992; apud
NOBBE e HITNER, 1896). A partir de entdo a inoculagéo por incorporacéo de solo
deixou de ser utilizada, dando lugar a producéo de inoculantes oriundos de culturas
puras de rizébio.

No Brasil, a producéo destes inoculantes comecou na década de 50 (FREIRE,
1968) e hoje o mercado brasileiro de inoculantes € um dos maiores do mundo, sendo
comercializadas, na safra 2001/2002, aproximadamente 14 milhdes de doses, sendo
95% para a cultura da soja e 4 % para a cultura do feijoeiro (CHUEIRE et al., 203
apud; MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, dados
ndo publicados) e na safra 2003/2004 foram comercializadas cerca de 28 milhdes de



doses (BRASIL, comunicagdo pessoal). A economia com a adog&o da tecnologia de
inoculacdo de sementes de soja com estirpes eficientes de rizébio foi estimadaem R$ 8
bilhdes (ZILLI, 2005), com base em dados da safra 2003/2004, quando foram plantados
aproximadamente 21 milhdes de hectares (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2006).

A qualidade dos inoculantes presentes no mercado é essencial para a eficiéncia
deste produto. Muitos dos inoculantes vendidos em diversos paises acabam que
resultando em nodulac&o incipiente, possivelmente em funcdo da falta de controle de
qualidade de alguns paises. GOMEZ et d., (1997) examinaram a presenca de
contaminantes em 18 inoculantes comerciais para a cultura da soja vendidos na
Argentina, dos quais apenas 1 era completamente livre de células ndo rizobianas, 0s
demais apresentavam um ndmero entre 10° e 10° de células ndo rizobianas. OLSEN et
al.,(1994) verificaram que dentre 40 inoculantes comercializados na América do Norte,
e produzidos a partir de turfa ndo estéril, apenas um apresentou mais células rizobianas
gue contaminantes, dentre as quais estavam presentes alguns patégenos humanos
oportunistas, como Pseudomonas aeruginosa e Klebisiella pneumoniae. Outro estudo
feito por OLSEN et al. (1996) demonstrou que mais de 90% dos inoculantes produzidos
na América do Norte a base de turfa ndo estéril apresentaram de 2 a 1000 vezes mais
células ndo rizobianas do que células do rizébio em questdo. Alguns paises como Brasil,
Uruguai, Franca e Canadd apresentam legislagdes que controlam a qualidade dos
inoculantes rizobianos comerciais, enquanto em outros paises como Austrélia, Africado
Sul, Estados Unidos e Nova Zelandia a qualidade dos inoculantes é de responsabilidade
das empresas produtoras (DEAKER et a., 2004; OLSEN et al., 1994).

Os inoculantes comercializados no Brasil tém sua qualidade controlada pelo
Ministério da Agricultura, Pecu&ria e Abastecimento, que utiliza os parémetros
determinados pelo protocolo da RELARE. Segundo este documento os inoculantes
comercializados no Brasil devem ter prazo de validade de 6 meses e apresentar no
minimo 10° células de rizébio por grama ou mililitro de inoculante. Esse inoculante
deve ser capaz de fornecer por volta de 6 x 10° céulas rizobianas por semente. A
presenca de células ndo rizobianas é permitida desde que ndo seja detectada até a partir
da diluicdo 10° em uma diluicio seriada para contagem em placa. Se os niveis de
contaminantes estiverem acima deste valor, o inoculante € considerado inapropriado
para a comercializacdo, independentemente do nimero de células de rizobio presentes.

O veiculo de inoculagdo mais utilizado é a turfa, que do ponto de vista
geoldgico, é um combustivel fossil de idade recente, resultante da lenta decomposicéo
de vegetais em ambiente aquoso. Ela foi sendo acumulada em condicdes de anaerobiose
ao longo de ciclos geoldgicos e submetida a pressdo, ao ser recoberta por outros
sedimentos (BRADY, 1989). O teor de matéria organica e a capacidade de retencdo de
a&gua sdo propriedades da turfa que possibilitam a sua utilizacdo como veiculo de
inoculacdo, pois isso favorece a proliferacéo e a viabilidade das células por um periodo
de tempo bastante longo (FIGUEIREDO et a., 1992), principamente quando
esterilizadas por radiagio gama ou por autovaclavagem (BROCKWELL e
BOTTOMLEY, 1995; DEAKER et a., 2004). O inoculante rizobiano turfoso € de féacil
aplicacdo, depois de misturado com é&gua este € aplicado as sementes formando uma
peletizacdo uniforme sobre a superficie das mesmas. A mistura pode ser feita de forma
manual ou mecanica. Alguns produtos foram desenvolvidos de forma garantir uma
maior adesdo a semente independente da adicdo de agua ou de outros aderentes
quimicos (NITRAL URBANA, 2004).



2.4 Veiculosde I noculagao

Apesar de ser 0 veiculo de inoculagdo mais utilizado, a turfa apresenta algumas
desvantagens, dentre as quais destacam-se: com a intensa utilizagdo da turfa as turfeiras
ideais para a producéo de inoculantes estdo cada vez mais raras, 0 que obriga o
deslocamento deste material a longas distancias (DEAKER et al., 2004). Em alguns
paises devido as politicas de preservacdo de regifes de terras imidas, a exploracdo de
turfeiras é controlada ou proibida (TEMPRANO et a. 2002). O pH daturfa é outro fator
importante no crescimento e manutencdo das células rizobianas. As fontes de turfa
utilizadas para a producdo de inoculantes sdo bastante écidas, 0 que torna necessaria
uma correcdo no pH com carbonato de calcio ou magnésio (DEAKER et al., 2004,
DAZA et al., 2000). A garantia de manutencdo da umidade em torno de 40 a 50% é
essencia para a proliferacéo e viabilidade das células rizobianas e, quando aturfa é
previamente seca a 100°C, a sobrevivéncia do rizébio € comprometida devido ao
ressecamento do material. A autoclavagem ou esterilizagdo com radiacéo gama podem
provocar a producdo de sustancias toxicas as células rizobianas, reduzindo a
sobrevivéncia das céulas, conseqiientemente a ineficiéncia do inoculante (DAZA et al.,
2000). Para contornar esses problemas sdo necessarias mais etapas na producdo dos
inoculantes, o que eleva o custo do produto final.

Quando uma estirpe € inoculada no campo existem diversos fatores adversos que
esta estirpe deve superar para ter sucesso na infeccdo da planta hospedeira A
competicao das estirpes nativas do solo, o baixo pH, a disponibilidade de N mineral e
elevada concentracdo de aluminio dos solos tropicais séo alguns exempl os destes fatores
(THIES et d., 1991; MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). O veiculo utilizado para inocular
uma estirpe deve ter a capacidade de manter uma grande quantidade de células
inoculadas viaveis no solo e na semente até o periodo em gque essa comega a germinar e
a emitir os pélos radiculares, que sdo os sitios de nodulagdo para a maioria dos rizébios
(BROCKWELL e BOTTOMLEY, 1995; CAUTROUX et d., 2001; DEAKER €t 4.,
2004). Por esses motivos a pesquisa por veiculos de inoculacéo alternativos a turfa tem
sido objeto de intensa investigacdo cientifica

Um veiculo de inoculagdo de elevada qualidade deve ser de fécil obtencdo, ser
de fécil processamento e manuseio, ter caracteristicas constantes, assegurar a nutricéo e
viabilidade das células durante o periodo de armazenamento, ser atOxico, ndo exigir
condicBes especiais de armazenamento, ser de fécil transporte, permitir a aplicacdo
mecéanica e ndo ser abrasivo a maquinas e equipamentos (ROUGLEY, 1970; EL
HADDAD, 1985; CASSIDY, et a., 1996; DENARDIN, 1997).

Diversos trabalhos ja estudaram a sobrevivéncia de estirpes de rizébio em
veiculos de inoculagdo alternativo, bem como a eficiéncia destes na inoculacdo de
plantas em vasos e em condicdes de campo. KREMER e PETERSON (1983)
verificaram a sobrevivéncia de estirpes de Rhizobium sp. em quatro veiculos
alternativos a turfa. Os resultados observados nesses trabalhos mostraram que a 35°C a
estirpe de amendoim CA001 apresenta tendéncia a sustentar uma quantidade de células
vidveis mais elevada que a sustentada pelo inoculante turfoso em até 125 dias de
incubagcdo. No mesmo estudo utilizando—se uma estirpe “ Rhizobium phaseoli” incubada
em Oleo de milho a 30° C, foi observado que o nimero de células vidveis, avaliado aos
56 dias de incubagdo por contagens em placa, foi mais elevado quando comparado ao
veiculo turfoso. As células inoculadas no veiculo oleoso foram oriundas de culturas
liofilizadas, 0 que ressata a importancia da origem da estirpe inoculada para a
manutencdo da eficiéncia do inoculante.

KOSTOV e LYNCH (1998) avaliaram a sobrevivéncia de estirpes de Rhizobium
e Bradyr hizobium em maraval ha pré-decomposta por um fungo celulolitico. As estirpes



apresentaram taxa de crescimento e sobrevivéncia bastante elevadas, umavez que até os
nove meses todas as estirpes testadas apresentaram quantidades de células viaves
superior a 10° células por grama de indculo. Em experimentos em condicdes de campo,
as estirpes de Rhizobium proporcionaram um aumento na nodulagdo de leucena e
amendoim de 82% e 39% respectivamente, quando comparado ao inoculante turfoso. A
estirpe de Bradyr hizobium inoculada em soja apresentou nodulagdo que superou em até
62% a nodul agdo daguel as plantas inoculadas com o inoculante turfoso.

BEN REBAH et a., (2002) testaram a sobrevivéncia de uma estirpe de
Snorhizobium meliloti em lodo de esgoto tratado, turfa e um mistura entre ambos. O
crescimento das bactérias foi feito em meio de cultura YMA e em meio YMA contendo
lodo de esgoto tratado. Quando acondicionados nas temperaturas de 4°C ou 25°C, os
trés veiculos de inoculacdo apresentaram igual sustentabilidade das células apds 120
dias de incubacgdo, para as culturas crescidas em meio de cultura YMA. As culturas
bacterianas crescidas em meio YMA contendo lodo de esgoto, ndo apresentaram boa
sobrevivéncia nos veiculos contendo lodo de esgoto. Neste estudo também foi avaliada
a sobrevivéncia das células rizobianas apds congelamento a —20°C por 90 dias de
culturas crescidas em meio YMA e YMA contendo lodo de esgoto. As culturas
congeladas no meio de cultura padréo apresentaram viabilidade de apenas 1% das
células quando comparadas com a quantidade de células viaveis presentes no meio no
momento do congelamento. Por outro lado, as culturas bacterianas crescidas em meio
YMA contendo lodo de esgoto apresentaram viabilidade de 18% das células congeladas.
Sendo assim, 0 meio de cultura com incorporagéo de lodo de esgoto e congelamento
pode ser utilizado como inocul ante, dependendo da quantidade de células inoculadas.

Em um estudo para avaliar a sobrevivéncia de estirpes de Bradyrhizobium em
diferentes materiais, FIGUEIREDO et a., (1992) testaram a diatomita, vinhaca seca,
composto urbano, pé de coco e vermiculita em comparacdo com a turfa para avaliar a
sobrevivéncia de uma estirpe de Bradyrhizobium sp.. Nesse estudo o rizobio inoculado
em diatomita apresentou sobrevivéncia igual ao incubado em turfa aos seis meses de
incubagdo, armazenados a 5°C. Em outro estudo para avaliar a aplicabilidade de
minerais como veiculo de inoculacdo de estirpes de rizébio, DAZA et d., (2000)
avaliaram a sobrevivéncia de estirpes de Rhizobium spp. e Bradyrhizobium sp. em
perlita. Os resultados mostraram sobrevivéncia similar das estirpes incubadas em turfa e
em perlita. Inoculagdes realizadas em condigdes de campo, em plantas de sojaefeijdo a
producdo de nédulos mostraram resultados estatisticamente iguais nos tratamentos
utilizando-se o inoculante turfoso e o inoculante a base de perlita. Esses dados
corroboram o resultados obtidos por TEMPRANO at a., (2002), em estudos com
vermiculita, em que avaliaram a sobrevivéncia de varias estirpes de rizobio, tendo a
perlitamelhor desempenho sendo estatisticamente igual aturfa.

No contexto da pesqguisa por veiculos de inoculagdo alternativos a turfa, JUNG
e MUNGNIER, (1982) demonstraram que os biopolimeros sdo eficientes para o
crescimento e incubacdo de bactérias, devido a capacidade de limitar a transferéncia de
calor, boas propriedades reoldgicas e ata atividade em agua. Alguns testes pioneiros
foram realizados por DOMMERGUES et d., (1979), para observar a sobrevivéncia de
Bradyr hizobium em matrizes de poliacrilamida, bem como a sua eficiéncia em nodular
plantas de soja em condi¢des de casa de vegetacdo. Os resultados obtidos mostraram
gue tanto a sobrevivéncia quanto a nodulacéo do rizébio foram iguais na poliacrilamida
e naturfa. A poliacrilamidatambém foi capaz de sustentar um grande nimero de células
vidveis de rizébio apbés 75 dias de incubacdo, sendo estatisticamente igual as
concentracOes bacterianas sustentadas pela turfa e comparativamente melhor do que a
observada com a casca de amendoim e a espigas de milho (SPARROW e HAM, 1983),



guando incubados a temperatura de 4° C. A poliacrilamida ndo foi capaz de sustentar
elevadas concentragdes de células rizobianas quando incubadas por igua periodo a
temperatura de 30° C, o que pode representar uma limitacéo para o uso deste veiculo de
inoculagdo em determinadas regides do globo. JUNG et a., (1982) testaram alguns
biopolimeros secos e semi—secos, goma xantana e aginatos, como veiculos de
inoculagdo de Bradyr hizobium. Os autores observaram que tanto a sobrevivéncia quanto
a nodulacdo aos 100 dias foi igual para os inoculantes a base de goma xantana e turfa.
JAWSON et al., (1989) observaram que estirpes de rizobio, em géis de celulose
incubados por 70 dias e inoculados em sementes de soja, permitiram a formacéo de
nédulos em nlmero superior aos inoculantes turfosos, em condicdes de campo, apesar
da competitividade e das altas populacfes rizobianas nativas. Esses autores também
observaram que a metodologia de preparo do inoculante é de fundamental importancia
para a obtencdo de elevadas popul aces de rizébio nas matrizes de celulose ao final do
periodo de incubac&o.

Alguns polimeros como alginato ja foram bastante testados como veiculos de
inoculacdo de estipes de bactérias promotoras de crescimento em plantas, como
Azospirillum (BASHAN et al., 2002), porém poucos estudos avaliaram a utilizagdo
dessa matriz polimérica como veiculo de inoculacéo para as células rizobianas.

S80 poucos trabalhos publicados utilizando-se misturas poliméricas como
veiculo de inoculacdo de células rizobianas em sementes de leguminosas. Considerando
as boas propriedades fisico-mecéanicas desses materiais, se abrem novas perspectivas na
pesquisa e desenvolvimento nesta &rea de aplicagdo. Nesse contexto destaca-se o
trabalho realizado por DENARDIN e FREIRE (2000), em que foram estudadas misturas
envolvendo as gomas xantana e jatai com dois polimeros sintéticos, a
polivinilpirrolidona (PVP) e o polietilenoglicol (PEG). Os resultados obtidos neste
estudo mostraram que as misturas que as misturas goma Xxantana/jatai € goma
xantana/lPV P e goma jatai/ PVP apresentaram elevada sobrevivéncia de células de uma
estirpe de Bradyrhizobium elkanii, sendo essas misturas capazes de manter
concentracdes na ordem de 10° células rizobianas por grama de mistura polimérica. Em
alguns paises, como por exemplo na Nova Zelandia o PVP é utilizado como adesivo
parainoculantes microbianos a sementes (LLOY D, 1983).

25 Turferas: Caracteristicas Gerais e Peculiaridades

As turfeiras podem ser classificadas como sistemas palustres, compostos por
corpos de &guas rasas permanente ou periodicamente alagados por dgua de precipitacdo
pluviométrica, sem margem bem definida e com fundo coberto por vegetacdo e lodo
organico. O acimulo no sedimento de matéria organica vegetal composta por celulose,
lignina e outras substancias com estrutura quimica ciclica de dificil degradacéo,
combinado com condicdes desfavoravels a decomposicao aerdbica, como o excesso de
agua e a auséncia de oxigénio, facilitam o processo de humificagdo. As condices
ambientais acima descritas propiciam a formagdo de turfeiras, cujos solos apresentam
freqlientemente teores de carbono iguais ou maiores do que 50% do peso do solo seco
(MITSCH e GOSSELINK, 1986 apud COSTA, et a., 2003). Diversas espécies vegetais
colaboram para a incorporagéo do carbono ao solo das formagdes de turfeiras, dentre as
quais as principais sdo pteridofitas do género Sphagnum.

As turfeiras propiciam o desenvolvimento de espécies animais e vegetais
bastantes caracteristicas, com um grau de endemismo elevado, devido as peculiaridades
dessa formag@o (CARLILE, 2000), a preservacdo das formagdes turfosas € consoante
com a preservacdo da biodiversidade. As turfeiras também guardam um grande nimero
de registros fossels preservados, 0 que nos permite fazer reconstrucdes



pal eobi ogeograficas e pal eoclimaticas, entendendo melhor a formacdo dos ecossistemas
atuais (BARBER, 1993; LEDRU, et a., 1996; CARLILE, 2000), aém dessas
caracteristicas, as turfeiras representam elevado estoque de carbono. A utilizacdo
intensa das turfeiras tende a aumentar a quantidade de gés carbbnico atmosfera, por
decompor o carbono ali fixado e desta forma colaborar com o aumento do efeito estufa
(CARLILE, 2000). Por essas caracteristicas BARBER (1993) coloca as turfeiras como
0s ecossistemas mais fragei's e com menor capacidade de recuperacdo apds um impacto
antrépico.

A maioria das turfeiras conhecidas no globo terrestre foi formada durante a
Ultima glaciacdo, por esse motivo, cerca de 90% das turfeiras encontram-se nos
cinturdes temperados e sub temperados do Hemisfério Norte, segundo estimativa da
INTERNATIONAL PEAT SOCIETY (IPS, 1997). As turfeiras brasileiras tém génese
bastante diferente das turfeiras do hemisfério norte, enquanto as turfeiras do norte se
formaram durante a Ultima glaciacdo no quatern&io, as turfeiras tropicais séo
holocénicas, formadas a partir do Ultimo periodo de regressdo e transgressdo dos
oceanos e consegientemente dos ambientes fluviais nesta era geolégica (FRANCHI,
2004). As caracteristicas de génese tornam ainda mais peculiares as turfeiras tropicais,
potencializando a necessidade de sua preservagao.

2.6 Utilizacdo da Misturas Poliméricas

Desde 0 século passado, o estudo de misturas poliméricas tem recebido bastante
destague na area da ciéncia tecnologia de polimeros, tendo estas misturas inUmeras
aplicagbes na &ea médica, farmacéutica, industria de plésticos, borracha, etc.
(ROBESON, 1984). O desenvolvimento de misturas poliméicas como materiais
utilizaveis em diversas areas € uma estratégia para reunir em um Unico material,
propriedades de polimeros diferentes a custo muito baixo (SOARES e OLIVEIRA,
2001). KONING et a., (1998) destacam a viabilidade do uso de misturas poliméricas
como estratégia no desenvolvimento de materiais de engenharia, uma vez que a sintese
de novas moléculas que tenham as propriedades de interesse pode ser muito onerosa e
despender muito tempo.

Porém, uma peguena quantidade de misturas poliméricas € formada por
polimeros parcial ou completamente misciveis (naturamente compativeis). Essas
misturas tendem a serem naturalmente homogéneas, ou sgja, algumas propriedades
individuais de cada um dos dois polimeros ndo sdo observadas, adquirindo a mistura
propriedades intermediarias entre as propriedades dos polimeros utilizados. A maioria
das misturas poliméricas € parcialmente ou completamente imiscivel, devido ao seu
peso molecular elevado, formando na sua maioria misturas heterogéneas, misturas nas
quais as caracteristicas dos polimeros utilizados nem sempre sdo mantidas.(KONING et
al., 1998).

Como a maiorias das misturas poliméricas sdo imisciveis, a compatibilizacdo do
par polimérico misturado é de fundamental importancia para se obter o sinergismo de
propriedades. Para se conseguir a compatibilidade de misturas poliméricas, sdo
utilizados agentes compatibilizantes, esses agentes sdo moléculas que atuam na
interface da mistura, permitindo que haja uma maior interacdo na mistura, devido a sua
elevada atividade junto a elas. Os agentes compatibilizantes podem ser polimeros ou
copolimeros, moléculas organicas de baixo peso molecular com abundancia de grupos
reativos, por exemplo carboxilas e hidroxilas (KONING, et a., 1998).

Dentre os trabalhos a respeito de compatibilizacdo de misturas poliméricas
presentes na literatura, destacam-se os estudos de JANSEN e SOARES (1996), que
demonstraram que misturas de borracha natural (NR) e Poli (etileno-co-acetato de
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vinila) (EVA), podem ser bem compatibilizadas com a adi¢éo de Poli(etileno-co-acetato
de vinila) modificado com &cido 2 mercapto acético (EVASH), conservando suas
caracteristicas por mais tempo se comparado a misturas NR/ EVA sem esse tratamento.
E o trabalho de BARRA et a.; (2003), que demonstraram que a compaibilizacéo de
misturas de poliamida 6 e do copolimero elastomérico etileno-proprileno-dieno (EPDM)
com anidro maléico, modifica as propriedades micro e macroscopicas da mistura devido
amaior interagdo entre os dominios EPDM com amatriz de poliamida 6.

Dentre as misturas poliméricas utilizadas em diversos ramos da industria, as
misturas poliméricas biodegradaveis destacam-se como materiais ndo poluentes a de
baixa recalcitrancia no meio ambiente (ROSA et a.; 2001). Misturas biodegradaveis a
base de celulose e amido apresentam custo muito reduzido e a sua aplicabilidade na
indUstria de plésticos tem sido pesquisado recentemente, embora ja sgjam utilizadas
para diversos fins, como na industria de alimentos para enchimento e na fabricacdo de
diversas colas e emulsificadores. Essas misturas envolvem um par polimérico onde
ambos polimeros apresentam elevado peso molecular e estruturas quimicas distintas, o
gue resulta numamisturaimiscivel, apesar dos polimeros envolvidos apresentarem certa
compatibilidade (SUVOROVA, et a.; 1999). Misturas a base de carboximetilcelulose
(CMC) e amido foram estudadas por SUVOROVA, et a (1999). Nesse estudo, os
autores demonstraram gue as misturas com cinquienta por cento de massa de cada um
dos polimeros apresentavam elevada interacéo com a é&gua, baixa energialivre e el evada
biodegradabilidade em solo, essas misturas foram mais estédveis quando comparadas a
misturas de amido e metilcelulose. Essas caracteristicas permitem a utilizacdo destas
misturas em ramos daindustria. Um setor da economia onde essa combinagdo ainda ndo
foi utilizada é a agricultura. A utilizacdo de composicdes a base de CMC e amido na
agricultura podem representar o desenvolvimento de produtos de baixo custo,
biodegradaveis e de baixo impacto ambiental. Uma das possiveis aplicacdes destas
composi ¢Bes na agricultura € como veicul os de inocul agéo de rizébio em leguminosas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecdodo Método de Preparacédo de MisturasPoliméricas

Foram testadas duas formas de preparo das composi¢des. manual e sob agitacéo
no liquidificador. As composicdes preparadas manualmente foram agitadas de forma
ininterrupta em Becker de 1 litro por aproximadamente 30 minutos. A adicdo dos
reagentes (polimeros e agente compatibilizante) foi feita de uma sb vez no volume total
de &gua (300 mL).

Para as misturas preparadas em liquidificador, foram gjustadas a quantidade de
polimeros e agente compatibilizante também para 300 mL de &gua destilada. O volume
total de agua foi colocado no liquidificador sendo, em seguida, adicionado o agente
compatibilizante, seguido de uma leve agitacdo até formar uma solucdo de aparéncia
homogénea Foram preparadas 5 composi¢des poliméricas a base de CMC e amido (M1,
M2, M3, M4 e M5). A selecdo do melhor método de preparo foi feita de acordo com a
homogenei dade da mistura observada ap6s o procedimento de agitacdo, selecionando-se
aforma onde a mistura polimeérica preparada apresenta-se mais homogénea.

Tabela 1: Composicdes poliméricas utilizadas nos experimentos de selecéo de misturas
para um periodo de incubacdo de 30 dias a temperatura ambiente. Os agentes
compatibilizantes foram o 6xido de zinco (ZnO) e o 6xido de magnésio (MgO).

Composigoes Agentes compatibilizantes
M1 ZnO ou MgO
M2
M3 o
Auséncig; 1; 1,5; 2,5%
M4

M5

3.2 EdtirpeBacteriana: Condigdes de Crescimento e lncubacao

A estirpe BR 3267 de Bradyr hizobium japonicum recomendada para a cultura do
feljdo caupi no nordeste brasileiro (MARTINS et a., 2003) foi crescida em meio de
cultura YMA liquido (VINCENT, 1970) sob agitacdo orbital por 6 dias, com velocidade
constante de 90 rpm. ApGs o periodo de crescimento, 0 meio de cultivo crescido foi
centrifugado a 10.000 g, o sobrenadante descartado e o “pellet” contendo as bactérias
foi ressuspenso em é&gua destilada estéril. Foram inoculados 2,5 mL da suspenséo
bacteriana em 5 mL do gel formado pela mistura polimérica e agitado manua mente
para incorporacdo das células a matriz poliméica. O inoculante, formado pelas
composi¢Oes poliméricas contendo células rizobianas, foi incubado a temperatura
ambiente, por um periodo de até 30 dias. Durante o tempo de incubacdo foram
redlizadas contagens utilizando diluicdes seriadas de 10! a 10° em placas de Petri
contendo o0 meio de cultura YMA modificado (FRED e WAKSMAN, 1929;
VINCENT,1970) com a seguinte composi¢éo (para 1 L de meio de cultura):
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KoHPOs4..... ... I mL (Solugd0 10%) Manitol ... 109

KH2POs4....................AmL (Solugdo 10%) Extrato delevedura............cccevneee. 0449
MQgSOa......coovevreenee2 ML (SOIUGEO 10%) AQAI...eieiiirierieieriereeere e 159
NaCl.......ccoriinennns 1 mL (Solugdo 10%)

Azul de Bromotimoal......5 mL (Solugdo 10% em KOH 0,5 N)

pH entre 6,8 e 7,0 gjustado com KOH 10%

As contagens foram feitas pelo método da gota (MILES e MISRA, 1938),
adotado pela RELARE. As placas inoculadas foram incubadas a 30° C por um periodo
de 5 a 6 dias para subsequente contagens das unidades formadoras de col6nia (ufc)
(VINCENT, 1970).

3.3 Sobrevivéncia de Células Rizobianas em Composi¢cdes Poliméricas a Base de
CMC eAmido

Foram realizados trés experimentos com o intuito de avaliar a sobrevivéncia de
células rizobianas em composi ¢des poliméricas a base de CMC e Amido.

Nos dois primeiros experimentos o objetivo foi selecionar as misturas
poliméricas capazes de manter as populacbes mais elevadas de células rizobianas por
um periodo de incubacdo de 30 dias. Ao longo deste periodo, foram realizadas nove
contagens em placa de Petri aos 1, 2, 3, 5, 8, 12, 17, 23, e 30 dias de incubagéo (DI),
pelo método da gota (MILES e MIRRA, 1938). As composi¢cdes poliméricas utilizadas
estdo relacionadas na Tabela 1 No primeiro experimento 0 agente compatibilizante
utilizado foi o éxido de zinco (ZnO) enquanto no segundo experimento foi utilizado o
oxido de magnésio (MgO). O delineamento experimental foi um fatorial de 5 x 4,
inteiramente casualizado com 2 repeticoes.

Apbés a selecdo das melhores composicbes poliméricas, M3 e M4 nao
compatibilizadas e compatibilizadas com 1% de ZnO ou MgO, foi realizado um terceiro
experimento para avaliar a sobrevivéncia de células rizobianas por um periodo de
incubacdo de até 12 semanas, has mesmas condicdes dos experimentos anteriores. As
contagens foram realizadas as 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 ,10 e 12 semanas de incubacdo e o
delineamento experimental aplicado foi do inteiramente casualizado com 3 repetigoes.
A homogeneidade de variancias foi analisada pelo software SAEG®, a normalidade de
os erros e as andlises de variancias e os testes de médias foram analisados pelo software
Sisvar®.

3.4 Contagem de Células Rizobianas em Sementes Pré-Inoculadas Utilizando
Misturas Poliméricasou Turfa como Veiculos de Inoculacéo

As composi¢des poliméricas utilizadas no terceiro experimento foram
novamente preparadas conforme descrito no item 3.1, em seguida o volume de 5 mL foi
transferido um erlenmeyer de 125 mL, que foi incubado por 12 dias em temperatura
ambiente. A peletizagdo foi realizada adicionando—se aproximadamente 300 sementes
ao inoculante, seguida de agitacdo manual por cerca de 20 minutos. Para o tratamento
utilizando a turfa como veiculo de inoculacéo, a peletizacdo foi feita em sacos plasticos
na mesma proporcdo de inoculante e sementes. Como adesivo foi adicionado 1 mL de
uma solucdo estéril de sacarose (10%) e a mistura foi agitada manualmente
(TEMPRANO et al, 2002). As sementes foram distribuidas em placas de Petri e secas
em capela de fluxo horizontal por 2 horas As placas foram acondicionadas em geladeira,
onde atemperaturafoi mantida a aproximadamente em 10°C.

Para contagem das bactérias aderidas as sementes, foi utilizada a metodologia
desenvolvida por TEMPRANO et al, (2002), na qual um total de 10 sementes foi
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colocado em um erlenmeyer contendo 100 mL de NaCl (0,85%) e agitado por um
periodo de 10 a 15 minutos. Em seguida foi retirada uma aliquota (1 mL) para diluicéo
seriada e plagueamento em meio de cultura YMA com vermelho congo. Foram
plaqueadas as diluicdes de 10" a 10°. As andlises estatisticas foram feitas segundo o
item 3.2. O delineamento experimental utilizado foi do inteiramente casualizado com 3
repeticdes. A homogeneidade de variancias foi analisada pelo software SAEG®, a
normalidade de os erros e as andlises de variancias foram feitas pel o software Sisvar®.

3.5 Experimento em Condi¢des de Casa de Vegetacao

Para avdiar a eficiéncia das composicdes poliméricas como veiculo de
inoculagcdo da estirpe BR 3267 para o feijdo caupi (Vigna unguiculata (L) Walp) foi
realizado um experimento em condic¢des de casa de vegetacao onde foram utilizadas as
composi ¢des poliméricas utilizadas no experimento 3 (M3 e M4 ndo compatibilizadas e
compatibilizadas com 1% de ZnO ou MgO).

As sementes foram desinfestadas superficialmente em dcool (70%) por 30
segundos, seguindo de 3 minutos em perdxido de hidrogénio concentrado e 10 lavagens
em agua destilada estéril (VINCENT, 1970). A inoculacdo das sementes foi feita como
descrito no item anterior.

Para o plantio do experimento foi coletada uma amostra de terra do horizonte
superficial de um Planossolo na area do SIPA (Sistema Integrado de Producdo
Agroecolgica-Seropédica, RJ), mantido em parceria pela UFRRJ, Pesagro-Rio,
Embrapa Solos e Embrapa Agrobiologia. O solo foi destorroado, peneirado e
homogeneizado. amostras foram submetidas a andlise segundo EMBRAPA (1997).
Dados referentes a andlise do solo encontram—se na Tabela 2.

Tabela 2: Resultado da andlise da amostra de solo, utilizadas no experimento de casa de

vegetacao.
Complexo Sortivo e Nutrientes
pH g_kNg.l Al*®  ca?+Mg? ca? Mg? @K' P
cmolc.kg? mg.kg?
58 0,49 0,0 21 1,36 0,8 71 49

A andlise de solo demonstrou que o solo utilizado n&o apresentava teores de AI**
potencial mente toxicos as plantas e que os teores de K*, P, e o valor da saturagio de
bases apresentava-se em niveis razoaveis para ao desenvolvimento vegetal, ndo sendo
necessario a realizacio adubacso corretiva para correcéo de pH ou teor de AI**, por esse
motivo ndo foi procedida nenhum tipo de adubagdo. Os teores de N também ndo se
apresentaram altos o suficiente para inibir ou reduzir nodulagéo (Tabela 12). A andlise
demonstrou que o solo ndo apresentou nenhuma limitagdo para sua utilizagdo neste
experimento.

O plantio foi realizado em vasos contendo aproximadamente 2,5 kg de solo.
Foram plantadas trés sementes por vaso e apés 7 dias de emergéncia, foi realizado um
desbaste para 1 planta por vaso. Foram realizadas duas coletas, aos 35 e aos 50 dias
apos a emergéncia (DAE). Os parametros avaliados foram matéria seca da parte aérea,
matéria seca radicular, N total da parte aérea, pelo método de digestédo de Kjedhal
(MALAVOLTA et d, 1989), e nimero total e matéria seca de nddulos.
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A inoculacdo foi feita utilizando os inoculantes cujos veiculos foram as
composicdes poliméricas M3 e M4, ndo compatibilizados e compatibilizados com 1%
de ZnO ou MgO, além do inoculante turfoso e das testemunhas nitrogenada e absoluta
(sem suprimento de N). A testemunha nitrogenada recebeu nitrogénio sob forma de
nitrato de amonio, parcelado em doses semanais de 100 mg N/ planta, totalizando 7
tratamentos.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com 4
repeticdes. A homogeneidade de variancias foi avaliada utilizando-se o teste de Cochran
e Barttlet através do software SAEG®, a normalidade da distribuicdo dos erros foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, através do software Sisvar®. Pelo mesmo software
foi feitaaandlise de variancia e aplicado o teste Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Selecdo de Método para o Preparo dasComposi¢des Poliméricas

O preparo das composi¢des poliméricas a base de CMC e amido pelos dois
métodos (manuamente e em liquidificador) permitiu avaliar as diferencas na
homogeneidade da mistura, e selecionar a melhor maneira de preparo dessas misturas.
Do ponto de vista industrial esse ponto € muito importante uma vez que 0 maguinario
terd que se adequar para o preparo dos veiculos de inocul ago.

A andlise visua das composi¢des poliméricas preparadas manualmente e em
liquidificador, revelou que as composi¢des preparadas manualmente apresentavam-se
pouco homogeneizadas, principalmente em relacdo a distribuicdo do amido. Este
reagente € pouco solUvel em &gua e a sua distribui¢do uniforme ndo é obtida facilmente,
principa mente nas misturas onde ha menor concentracéo de CMC. A padronizacdo da
metodol ogia de preparo das misturas poliméricas é de fundamental importancia umavez
gue o método de preparo de uma mistura polimérica pode influenciar nas propriedades
reol6gicas da composicdo, como ja foi observado por VISCONTE et a. (2001). Estes
autores demonstraram que a adicéo dos reagentes de diferentes formas em misturas NR/
butadieno-estireno (SBR), determinou diferentes caracteristicas mecénicas e
morfoldgicas das misturas. Utilizando a mesma metodologia, ALCANTARA et al.
(2004) observaram resultados semelhantes no preparo de misturas polibutadieno (BR)/
SBR.

O pH das composicBes poliméricas utilizadas no experimento de selecéo,
utilizando ZnO ou MgO como agente compatibilizante, foram medidos antes da adicéo
da suspensdo bacteriana. Independente da composic¢ao, o pH se manteve proximo ao pH
fisiol6gico paraaincubagdo de células rizobianas, conforme pode ser visto nas tabelas 3
e4.

Tabela 3: pH das misturas poliméricas compatibilizadas com ZnO.

Percentual de ZnO

% CMC/Amido
NC* 1% 1,5% 2,5%
M1 6,63 7,23 7,27 7,29
M2 6,20 7,43 7,53 7,56
M3 6,44 7,35 1,47 7,50
M4 6,66 7,57 7,66 7,81
M5 6,77 7,55 7,62 7,83

*NC= N&o compatibilizado

Os valores de pH das misturas compatibilizados com MgO foram similares
aqueles medidos nas misturas compatibilizadas com ZnO, mantendo-se também
préoximo a faixa de pH ideal para o crescimento do rizobio em meio YMA (VINCENT,
1970). Observa-se no entanto que com 0 aumento da concentragdo de agente
compatibilizante ha um aumento no pH da mistura (Figura 1).
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Tabela 4: pH das misturas poliméricas compatibilizadas com MgO.

Percentual de MgO

Composigao NC* 1% 1,5% 2,5%
M1 6,60 7,32 7,28 7,30
M2 6,30 7,25 7,79 7,61
M3 6,47 7,40 7,61 7,62
M4 6,67 7,50 7,68 7,90
M5 6,69 7,58 7,61 7,95

* NC= N&o Compatibilizado

y =0,4134x + 6,7518

G 65 >
R’ = 0,6624 (R=0,8149)
6
55 A
5 T T T T T T
0 05 1 15 2 25

y =0,4413x + 6,75
6 R? = 0,6772 (R=0,8229)
55 5
5 T T T T T T
0 05 1 15 2 25

% MgO

Figura 1: Aumento de pH da mistura polimérica em funcdo do percentual de ZnO (A) e
MgO (B).
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E importante avaliar a variagio do pH das misturas de acordo com a adicdo de
agentes compatibilizantes, uma vez que a adi¢do de maiores quantidades desses agentes
com o intuito de atingir a estabilidade dimensional da composi¢éo pode atingir valores
de pH acima dagueles suportados pelas bactérias, causando a reducdo do nimero de
células, mascarando a influéncia da composicéo polimérica na preservacao de elevadas
concentracOes celulares.

OLIVEIRA e MAGALHAES (1999) demonstraram que diversas estirpes de
Bradyr hizobium spp. apresentam crescimento 6timo em meio de cultura YMA com pH
6,5 e apresentam um crescimento menor ou N0 apresentam crescimento N0 MesmMo
meio de cultura com pH 4,5, 0 que demonstra a preferéncia das estirpes do género
Bradyr hizobium por pH préximos a neutralidade se comparados com pH écidos.

4.2 Avaliacdo das Composi¢fes Poliméricas Compatibilizadas com ZnO e Né&o
Compatibilizadas, como Veiculo de Inoculante Rizobiano Durante 30 Dias de
Armazenamento.

A determinacdo de concentragdes de ZnO compativeis com a sobrevivéncia das
células rizobianas e capaz de compatibilizar as misturas poliméricas € importante para
otimizar o preparo de uma composicdo ideal para sua utilizacdo como veiculo de
inoculante. O ZnO, é um &xido que tem atividade bactericida quando em elevadas
concentragbes (LIU e YANG, 2003), o que requer especial atencdo quanto a
concentragdo de ZnO a ser utilizada na mistura.

As contagens bacterianas para as suspensdes bacterianas utilizadas para o
preparo de inoculantes rizobianos em veiculos de composi¢cdes poliméricas, descritas na
Tabela 1 e ZnO como agente compatibilizante, mostraram que a concentragcéo
bacteriana presente no indculo foi de 1,5 x 10° ufc/ mL de indculo, o que resultou numa
concentracdo de 4,5 x 108 ufc/ mL de inoculante incubado.

As contagens de unidades formadoras de col6nias has misturas poliméricas
revelaram um perfil bastante heterogéneo, com relacdo a manutencdo do numero de
células viaveis indicando que a sobrevivéncia das células foi dependente da composicao
do veiculo. Analisando os dados de nimero de sobrevivéncia apresentados na tabela 5,
observou-se que até o 5° dia apds a inoculagéo (D), ndo houve diferencas significativa
entre os tratamentos. No entanto a partir de 8 DI observa-se que o veiculo produzido a
partir da composicdo M1, ndo foi acapaz de sustentar elevadas popul acbes bacterianas
até os 30 DI. Durante este periodo concentracdo de células viaveis diferiu
estati sticamente das demais composi¢des. Por outro lado, as misturas compatibilizadas
com maiores concentracdes de ZnO provocaram uma diminuic¢éo do nimero de células
bacterianas, 0 que pode sugerir um aumento da a biodisponibilizagdo de ZnO guando
presente no veiculo nas quantidades utilizadas neste estudo. Este fato propicia uma
baixa dispersdo do CMC e do amido causando separacéo de fases de composicao ao
longo do periodo observado. A separacdo de fases resulta em baixa estabilidade do
veiculo e, portanto, composicOes poliméricas com esta caracteristica ndo podem ser
utilizadas.
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Tabela 5: Sobrevivéncia de células de B. japonicum (BR 3267) armazenadas até 30 dias
apos a inoculagdo (DI) a temperatura ambiente em diferentes proporcdes de
composicbes poliméricas a base de CMC/ Amido (M1; M2; M3; M4; M5)

compatibilizadas com ZnO (1, 1.5 e 2.5%) e ndo compatibilizadas.

M C/fmido Log do nimero de UFC/mL
%ZNn0O
1Dl 2Dl 3Dl 5DI
M1NC 9,94 & 10,42 a 9,22 a 10,12 a
M2NC 9,98a 9,73a 9,08 a 9,27a
M3NC 9,65a 9,78a 10,64 a 10,39 a
M4 NC 10,13 a 8,68 a 9,63 a 945a
M5NC 9,54 a 912a 8,12a 949 a
M1 1% 9,51a 945a 88la 9,78a
M2 1% 9,77 a 9,64 a 825a 10,31 a
M3 1% 9,56 a 9,62 a 910a 93la
M4 1% 9,51a 10,59 a 11,23 a 8,64 a
M5 1% 9,23 a 88la 9,67 a 8,69 a
M1 1,5% 993a 9,58 a 9,65a 7,29a
M2 1,5% 9,35a 961a 9,79a 8,56 a
M3 1,5% 992a 8,87a 11,00 a 8,80 a
M4 1,5% 953a 948 a 8,17a 7,77 a
M5 1,5% 9,62 a 845a 8,03 a 7,85a
M1 2,5% 9,34 a 95la 79a 8,53 a
M2 2,5% 9,54 a 9,38a 8,74 a 81lla
M3 2,5% 944a 939a 8,63 a 812a
M4 2,5% 9,65a 9,18a 982a 9,36a
M5 2,5% 942 a 9,80a 949 a 7,23 a

*M édias na mesma coluna ndo mostraram diferenca estatistica pel o teste Skott Knot ao nivel de

significanciade 5 %.
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Continuacdo da Tabelab...

CMC/Amido Log do nimero de UFC/ mL
+
%Zn0O 8Dl 12 DI 17 DI 23D 30 DI
M1NC 874a 845b 6,71¢ 6,10b 533 ¢
M2NC 834a 807b 9,65 a 791a 8,69 a
M3NC 9,39a 9,60 a 953a 9,00 a 892a
M4 NC 10,18 a 7.78b 8,08b 9,09 a 898a
M5 NC 9,67 a 9,02a 756 b 9,07 a 827a
M1 1% 7.97b 8,66 b 6,95C 621b 584 c
M2 1% 8,01b 831b 867b 840 a 8,03b
M3 1% 841b 952a 878b 858 a 6,99b
M4 1% 873b 7.36b 8,62b 7.30a 830a
M5 1% 957a 9,65 a 767b 875a 7.72b
M1 1,5% 7.37b 857b 6,11 ¢ 503b 7.16b
M2 1,5% 8,55b 861b 7.66b 6,78b 6,92b
M3 1,5% 7.98b 853b 7.72b 764a 488¢
M4 1,5% 712b 6,06 C 6,09¢c 7.16a 754b
M5 1,5% 8,26 b 7.74b 6,04 c 7.85a 6,61b
M1 2,5% 6,45b 715¢ 570 ¢ 5,60 b 598 C
M2 2,5% 7.26b 6,07 ¢c 6,23¢C 7.40b 5,08 ¢
M3 2,5% 853b 6,80 C 6,20 6,04b 582 ¢
M4 2,5% 7.37b 5,26 C 574 ¢ 6,03b 5,65 C
M5 2,5% 7.24b 6,65 C 7.03¢c 837a 6,65b

*médias seguidas pela mesmaletra ndo diferem estatisticamente pelo teste Skott Knot ao nivel de
significanciade 5 %.

Apesar de ndo apresentar interagdo estatisticamente significativa até os 23 DI, 0s
dois fatores avaliados (composicdo polimérica e concentracdo de ZnO), influenciam a
sobrevivéncia das células rizobianas. A interacdo estatistica ocorre tardiamente,
sugerindo haver um sinergismo de propriedades das composicdes poliméricas (Tabela
6). Porém vale ressaltar que a influéncia dos dois fatores ocorre a partir de 8 dia de
incubacdo (dados ndo mostrados).
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Tabela 6: Andlise de varidncia dos dados referentes a sobrevivéncia das células
rizobianas incubadas em composi¢cdes poliméricas compatibilizadas com ZnO e
ndo compatibilizadas, aos 23 e 30 dias apds ainocul acéo.

Grausde Somade Quadrado Valor F

Fontes de Variagao Liberdade Quadrados Médio calculado Prob.>F calc
23 diasapos a inoculacdo
Composicéao 4 30,01 8,50 10,47 0,0001*
% ZnO 3 23,99 8,00 9,85 0,0003*
Comp'g‘;‘fg‘gf?/o o 12 5,55 0,46 057  0,8400+*
Erro 20 16,24 0,81
Total 39 79,80
Coeficiente de Variagdo=12,68%
30 dias apés a inoculacao
Composi¢ao 4 11,80 2,95 9,18 0,0002*
% ZnO 3 24,62 8,21 25,54 0,0000*
Interaca
Compos gg‘gf?/o o 2 29,17 2,43 7,56 0,0000*
Erro 20 6,43 0,032
Total 39 72,02

Coeficiente de Variagg0=8,32%

*N&o Significativo ao nivel de significancia de 5%. ** Significativo ao nivel de significancia de 5%

Os estudos realizados até o momento no laboratério de Ciéncia e Tecnologia de
Polimeros no Departamento de Engenharia Quimica no Instituto de Tecnologia da
UFRRJ tém mostrado que a quantidade de ZnO altera as propriedades reol égicas da
mistura e permite uma melhor compatibilizagdo do composto tripartite (OLIVEIRA,
comunicacdo pessoa). Neste sentido a utilizagdo de agentes compatibilizantes é
vantajosa para as propriedades da mistura. Porém altas concentragdes de ZnO podem
resultar em grande quantidade de ZnO ndo complexado, ficando livre na mistura,
deixando de atuar como compatibilizante. O ZnO tem acdo bactericida sobre alguns
microrganismos (LIU e YANG, 2003). Sendo assim, a inoculagdo de bactérias em
meios contendo elevadas concentragbes de ZnO, pode reduzir a sobrevivéncia das
células.Porém como a utilizacdo de concentragbes muito baixas de ZnO pode ndo ser
suficiente para compatibilizar a mistura, € essencia determinar a concentragdo étima de
ZnO para a composi¢cdo de um veiculo a base da composicdo CMC/ amido para um
inoculante rizobiano.

Diversas estirpes de rizobio sdo sensivels a concentragfes medianas de zinco, o
gue resulta em baixas popul agdes de rizobios em solos contaminados com esse metal ou
quando este ocorre de maneira natural (BROSS et al., 2004). E possivel que a estirpe
BR 3267 sgja sensivel a presenca deste metal, o que deve ter influenciado nareducéo do
nimero de células observado nos tratamentos cujas misturas foram compatibilizadas
com maiores concentragdes de ZnO.

O comportamento de bactérias inoculadas em géis ou em outras matrizes
capazes de manter umidade tem sido descrito na literatura e pode variar de acordo com
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a espécie bacteriana, teor de umidade e composicdo da mistura (JAWSON et a., 1982;
OMAR, 1993; CAUTROUX et a., 2001; TEMPRANO et al., 2002). A presenca de
compostos contendo elevadas concentracOes de metais pesados pode influenciar
diretamente na manutencdo de células sensiveis, como relatado por BEN REBAH et al.,
(2002).

As populagdes bacterianas obtidas a 30 DI podem ser consideradas elevadas
guando comparadas com dados da literatura em que diversos veiculos de inoculagédo
promoveram uma queda percentual muito maior no nimero de células rizobianas do que
a observada neste experimento (DENARDIN, 1997; HAFEEZ, et a., 1989; KREMER e
PETERSON, 1983; TEMPRANO et al., 2002).

4.3 Avaliacdo das Composicles Poliméricas Compatibilizadas com MgO e nao
Compatibilizadas, como Veiculo de Inoculante Rizobiano

A utilizacdo de MgO como agente compatibilizante de composi¢des poliméricas
foi avaliada quanto & sobrevivéncia das céulas da estirpe BR 3267 de B. japonicum
durante 30 dias de incubac&o atemperatura ambiente.

No experimento em que o MgO foi utilizado como agente compatibilizante, as
contagens bacterianas revelaram que a concentracdo de células presente na suspensdo
bacteriana utilizada como indculo foi de 1,4 x 10° ufc/mL. A suspenso foi adicionada
as composicoes poliméricas listadas na Tabela 1. Apds a inoculagdo, a concentragéo
bacterianafoi de 4,2 x 10° ufc/mL de inoculante.

Nesse experimento a composicdo M1 compatibilizada com 2,5% de MgO,
revelou um grande nimero de contaminantes ja nas primeiras contagens, o que foi
atribuido a uma esterilizagdo ineficiente ou um acondicionamento inadequado do
material apls a esterilizac8o, por esse motivo os dados dessa mistura ndo serdo
apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Sobrevivéncia de células de B. japonicum (BR 3267) armazenadas por 30
dias a temperatura ambiente em diferentes proporcies de composicoes
poliméricas a base de CMC/ Amido (M1; M2; M3; M4; M5) compatibilizadas
com MgO (1, 1.5 e 2.5%) e ndo compatibilizadas.

CMC/Amido Log do ntimero de UFC/ mL
%I\;IFgO 1° DI 2° DI 3° DI 5° Dl
M1NC 9,13a 8,56 b 8,04 a 7,02 a
M2NC 832a 8,20b 8,70 a 7,68 a
M3NC 8,55a 852D 8,88 a 10,03 a
M4 NC 91la 8,61b 81lla 9,98 a
M5NC 834 a 8,20b 7,53 a 7,39 a
M1 1% 851a 8,28Db 8,45a 755a
M2 1% 8,63a 8,20b 9,00 a 9,93 a
M3 1% 8,55a 857b 8,92a 8,37 a
M4 1% 819a 8,49b 8,34 a 9,50 a
M5 1% 8,17a 831b 791a 8,07 a
M11,5% 842a 854D 86la 7,73a
M2 1,5% 842a 8,90 a 9,33a 8,69 a
M31,5% 8,78 a 8,00b 9,05a 9,06 a
M4 1,5% 842a 8,35b 9,34 a 9,37 a
M5 1,5% 857a 8,64 b 985a 8,05a
M2 2,5% 8,57 a 8,93a 990 a 895a
M3 2,5% 842a 9,37 a 9,36 a 10,53 a
M4 2,5% 8,64 a 984 a 891a 10,95 a
M5 2,5% 8,66 a 942 a 9,02a 10,02 a

*médias seguidas pela mesmaletra ndo diferem estatisticamente pelo teste Skott Knot ao nivel de
significanciade 5 %.
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Continuacéo databela7...

CMC/Amido Log do niimero de UFC/ mL
%|\-/||- go 8° DI 12° DI 17° DI 23° Dl 30° Dl
M1NC 6,62 a 7,35b 6,23 a 533a 4,86 c
M2NC 7,23a 6,61 b 6,43a 6,42 a 509c
M3NC 81lla 10,32 a 8,69 a 7,86 a 871a
M4 NC 7,97 a 10,40 a 8,39a 8,37a 924 a
M5NC 8,34 a 8,19b 7,59 a 6,62 a 6,02 c
M1 1% 577a 6,22 b 6,86 a 576a 6,51 c
M2 1% 7,05a 7,72b 7,38a 6,49 a 7,35b
M3 1% 8,85a 8,07b 7,76 a 563 a 7,30b
M4 1% 915a 10,55 a 7,20 a 6,29 a 6,78 b
M5 1% 6,87 a 8,92a 6,55 a 6,64 a 6,97 b
M11,5% 751a 6,26 b 6,05a 6,54 a 543c
M2 1,5% 6,66 a 10,36 a 7,40 a 583a 562c
M3 1,5% 10,31a 10,44 a 6,37 a 592a 591c
M4 1,5% 8,77 a 11,27 a 537a 584a 7,03b
M5 1,5% 9,02a 984 a 58la 552a 579c
M2 2,5% 9,07 a 9,60 a 6,90 a 530a 537c
M3 2,5% 10,18 a 11,03 a 7,03 a 571a 6,08 c
M4 2,5% 11,28a 11,35a 561a 6,28 a 523c
M5 2,5% 9,73a 10,19a 574a 6,32 a 5,66 C

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Skott Knot ao nivel de
significanciade 5 %.

O comportamento do MgO como agente compatibilizante promoveu bacteriano
uma elevacdo inicial da populacdo bacteriana, seguida de queda do nimero de células
vidveis a partir do 15° dia de incubacdo (Tabela 7). N&o é relatada na literatura
atividade bactericida sobre estirpes de rizébio para este composto (MgO), sendo assim,
0 aumento das populacbes bacterianas nas composicdes compatibilizadas pode ser
atribuido ao fato dessas bactérias se beneficiarem das fontes de carbono presentes na
mistura.

A andlise dos dados referente & sobrevivéncia das células rizobianas em
composi¢Bes poliméricas compatibilizadas com MgO e ndo compatibilizas, revelou que
nd houve interacdo entre os dois fatores avaliados, mas que os fatores isolados
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(composicéo e concentragcdo de MgO) influenciam na manutencdo ou sobrevivéncia das
células rizobianas como pode ser observado naandlise de variancia (Tabela 8).

Tabela 8: Andlise de varidncia dos dados referentes a sobrevivéncia das células
rizobianas incubadas em composi¢des poliméricas compatibilizadas com MgO e
ndo compatibilizadas, aos 23 e 30 dias apds ainocul acéo.

Grausde Somade Quadrado Valor F

Fontes de Variagao Liberdade Quadrados Médio  calculado Prob.>F calc
23 diasapo6s a inoculacdo
Composicéao 4 2,90 0,72 0,51 0,7265*
% MgO 3 6,56 2,19 1,55 0,2343*
Interaca *
Compos Q;;/a&) wo 1 12,97 1,18 0,84 0,6095
Erro 19 26,80 1,41
Total 37 49,23
Coeficiente de Variagdo=19,02%
30 dias ap6s a inoculacao
Composicéao 4 13,87 3,47 3,06 0,0417**
% ZnO 3 10,94 3,65 3,22 0,0458**
Comp?stie(;re%a&)M o U 2531 2,30 203 0,0840*
Erro 19 21,50 1,13
Total 37 71,61

Coeficiente de Variacéo=16,78%

*N&o Significativo ao nivel de significanciade 5%. ** Significativo ao nivel de significancia de 5%

Avaliando a sobrevivéncia de estirpes de B. japonicum em géis de celulose,
JAWSON et a. (1989), observaram que as bactérias inoculadas diretamente do meio de
cultura, sem passar pelo processo de centrifugacdo e ressuspensado das células em agua
estéril, apresentaram um comportamento semelhante ao observado no experimento em
que foi utilizado MgO como agente compatibilizante. Porém, quando as bactérias
adicionadas aos géis foram oriundas de centrifugacdo e ressuspensdo das aulas em
&gua estéril ndo foi observado o aumento do nimero de células.

Apesar da centrifugacdo e ressuspensao de células ter sido realizada no presente
estudo, as quantidades de Mg resultantes da adicdo de MgO como agente
compatibilizante possivelmente possibilitaram o comportamento de céulas inoculadas
diretamente do meio de cultura. Concomitantemente, as bactérias podem ter utilizado o
amido ou o CMC das misturas como fonte de carbono, o que pode ter sido evidenciado
no experimento anterior devido a utilizagdo do ZnO. Alguns estudos ja demonstraram
gue algumas espécies de rizébios como B. japonicum e Snorhizobium fredii e
Rhizobium spp. podem sintetizar enzimas que degradam CMC e outros ésteres de
celulose (CHEN et al., 2004; HU e LIN, 2003)

Independentemente do agente compatibilizante utilizado, as concentraces
bacterianas na proporgdo M1 foram muito baixas, assm como no experimento
utilizando-se anterior (Tabela 7).
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4.4 Comparacdo da Turfa usada como o Veiculo para o Inoculante Sélido
Comercial, com Veiculos Preparados a partir de Composicdes Poliméricas a Base
de CM C/Amido Compatibilizadas com ZnO eMgO.

Para avaliar o comportamento da estirpe BR3267 nessas duas misturas, foi
realizado um terceiro experimento utilizando-se os diferentes agentes compatibilizantes
nessas composi¢cdes poliméricas, bem como o inoculante turfoso para comparacao.
A.partir dos experimentos utilizando se 20 composi¢des poliméricas compatibilizadas
com ZnO ou MgO, foram selecionadas as composi¢oes que foram capazes de manter as
concentracBes mais elevadas de células pelo periodo de duracdo dos experimentos.
Além deste critério, as composicdes poliméricas foram selecionadas de acordo com as
suas propriedades reol 6gicas, avaliadas por ROHR et al. (2004).

As composi¢Oes selecionadas para esse experimento foram as composicoes
CMC/amido nas proporgbes M3 e M4, compatibilizadas com 1% de ZnO ou 1% de
MgO e ndo compatibilizadas. Para avaliar a eficiéncia das composi¢des a base de CMC
e amido. Foi testada também a turfa, substrato mais utilizado para a fabricacdo do
inoculante rizobiano sdlido no Brasil. Neste experimento foi avaliada a capacidade dos
veiculos na manutencdo de células rizobianas até a 12* semana de incubagéo (S).

Foi observada ligeira separacdo de fases das composicdes poliméricas
compatibilizadas com ZnO a partir da4® Sl. A redugdo do nimero de células a partir do
mesmo periodo. Ao longo deste periodo, o ZnO livre provavelmente se tornou
biodisponivel e portanto, com atividade bactericida. Logo, a separacdo de fases e a
gueda do numero de células rizobianas podem ser explicadas através de ateracdo da
interacdo entre 0os componentes da composi¢do, resultando em modificagdo do ambiente
quimico favoravel a sobrevivéncia das bactérias.

As composi¢des compatibilizadas com MgO, foram capazes de manter elevadas
concentracbes celulares até o fina do experimento, ndo havendo diferencas
estatisticamente significativas quando comparado com a turfa. Vale ressaltar que as
misturas compatibilizadas com MgO apresentaram 0 mesmo aumento inicial no nimero
total de células viaveis, semelhante ao que foi observado no experimento anterior onde
foi utilizado esse agente compatibilizante. Os dados provenientes dos dois experimentos
indicam que para a estirpe BR 3267, as melhores taxas de sobrevivéncia foram
encontradas nas composicdes poliméricas compatibilizadas com MgO (Tabela 9). A
homogeneidade macroscépica das composicbes compatibilizadas com MgO,
possivelmente confere a essas composi¢coes propriedades constantes, o0 que contribuli
para a maior sobrevivéncia das células incubadas neste veiculo, diferentemente do
comportamento das células incubadas nas composic¢fes poliméricas compatibilizadas
com ZnO.

Com relacdo as caracteristicas culturais da estirpe BR 3267 quando incubadas
nos veiculos de inoculacdo selecionados ao longo das 12 SI, é importante destacar que
ndo foi observada nenhuma alteracdo durante o padréo de crescimento em meio de
cultura YMA, tais como, tempo de crescimento, morfologia de col6nia, pH, producéo
de muco, etc. Em contraste a essa observacao, aguns estudos tém revelado que rizobios
incubado em veiculos liquidos (MAURICE et al., 2001) ou em inoculantes turfosos
(REVELLIN et a., 2000; FENG, et a., 2002), podem ter suas caracteristicas culturais
modificadas, apds 0 armazenamento. A modificacdo de caracteristicas fisiol égicas pode
culminar na diminuicdo da eficiéncia simbidtica e competitiva da bactéria inoculada
(PINOCHET et al., 1993).

Semelhante aos resultados obtidos no presente estudo, bactérias incubadas em
géis de celulose também ndo apresentaram modificacbes fisioldgicas detectéveis
(JAWSON et al., 1989), resultados corroborados por DENARDIN e FREIRE (2000) ao
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avaliar a sobrevivéncia de estirpes de B. ekanii em diferentes misturas de polimeros
naturais e sintéticos. DEAKER et al, (2004) destacaram que a manutencdo de células
rizobianas em gel pode ser uma estratégia para aformulacéo de inocul ante.

O comportamento de estirpes bacterianas incubadas em diferentes veiculos e
condigbes pode diferir significativamente. Alguns estudos tém mostrado que a
temperatura de incubacdo do inoculante € importante para a manutencdo do elevado
nimero de células. Células mantidas a temperatura ambiente tendem a diminuir o
nimero de células viaveis, quando incubadas em diversos veiculos, como
poliacrilamida, maravalha, torta de filtro, turfa entre outros (DOMMERGUES et
al., 1979; KREMER e PETERSON, 1983; HAFEEZ, et a., 1989). Porém, alguns
polimeros podem manter elevadas populacfes bacterianas incubadas em temperaturas
de até 30° C, como por exemplo, o alginato (HEGDE e BRAHMAPRAKASH, 1992). A
capacidade de sustentacéo de elevado nimero de células em matrizes poliméricas a base
de aginato demonstra que esse polimero € termo estavel. Provavelmente a mistura
polimérica a base de CMC/amido, também detenha essa caracteristica, 0 que explicaria
a elevada sobrevivéncia de células rizobianas incubadas a temperatura ambiente,
principalmente nas misturas compatibilizadas com MgO. Essa caracteristica € muito
importante na reducéo do custo de transporte dos inoculantes até regides produtoras
mais distantes como no caso do feijdo caupi no Nordeste brasileiro e a soja no Centro
Oeste.

A capacidade do CMC em sustentar elevada concentracdo de células em
temperaturas relativamente atas ja foi demonstrada para bactérias do género
Lactobacillus, Pediococcus e Streptococcus (KIM et al., 1988). O presente estudo € um
dos pioneiros a demonstrar a capacidade de misturas poliméricas contendo CMC em
sustentar elevadas quantidades de células rizobianas vidvels quando armazenadas a
temperatura ambiente.

Muitos trabalhos que avaliam o desempenho de veiculos de inoculagéo
encontrados na literatura comegam as contagens bacterianas tardiamente, geralmente
apos os 7 DI, ignorando o do comportamento inicial das bactérias no veiculo. O
presente estudo mostra que é importante entender a dinmica das bactérias incubadas
em diferentes veiculos desde o inicio, uma vez que 0 comportamento pode variar
mesmo no estégio inicial de armazenamento. Entender essa dindmica pode auxiliar a
determinacdo de diferentes estratégias de manuseio e armazenamento, bem como
avaliar os efeitos das concentracdes de agentes compatibilizantes e de polimeros
utilizados para alcancar condi¢cdes mais estavels.

Uma das caracteristicas desgjaveis para o desenvolvimento de um bom veiculo
de inoculagcdo € a manutencdo das caracteristicas do veiculo ao longo do periodo de
estocagem (CASSIDY, et a., 1996; EL HADDAD, 1985, DENARDIN, 1997;
ROUGLEY, 1970). A instabilidade dimensional observada nas composicOes
compatibilizadas com ZnO compromete essas formulagbes com relacdo a esta
caracteristica demonstrando a necessidade de um estudo mais aprofundado do sistema
CMC/amido-ZnO-&gua (ROHR et al., 2004).
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Tabela 9: Sobrevivéncia de células de Bradyrhizobium japonicum (estirpe BR 3267) durante 3 meses a temperatura ambiente inoculadas em
misturas poliméricas a base de CMC e amido nas propor¢des M3 e M4, com ou sem agente compatibilizante (1% ZnO ou MgO).

Composicio Polimérica Semanas deincubacéo (Log n° células/ mL)

(CMC/Amido)

198 25l 35Sl 43Sl 58l 6 Sl 8 Sl 10 Sl 12 Sl
M3 NC 9,35 a* 919a 8,84 a 8,33 a 936a 840ab 781a 825a 8,64 ab
M3 1%Zn0O 9,97 a 83la 7,82a 7,72a 7,32 ab 524 b 6,48 a 521b 7,23 ab
M3 1% MgO 9,56 a 11,36 a 8,49 a 8,76 a 9,02 a 8,98Db 8,61a 9,23 a 9,23 a
M4 NC 81la 9,28a 984a 9,78a 8%0a 83lab 725a 9,28a 821 ab
M4 1% ZnO 9,07 a 8,75a 8,93 a 8,09 a 583b 6,70 ab 654a 7,20ab 585b
M4 1% MgO 10,04a  1166a 10,.30a 883a 913a 9,00 a 90l1a 933a 94la
Turfa 993 a 10,11a 10,14 a 9,46 a 999a 916a 893 a 843 a 8,96 ab

Sl= semanas de incubacdo/ NC= ndo compatibilizadas* Médias ha mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste Tukey, ao nivel de significancia de 5%
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45 Avaliacdo da Sobrevivéncia de Céulas Rizobianas em Sementes de Feijéo
Caupi Peletizadas Utilizando Inoculantes Preparados a Partir de Diferentes
Veiculos

A peletizagcdo de sementes de leguminosas ja microbiolizadas com células de
estirpe de rizébio eficiente e competitiva pode ser uma prética que a principio facilitaria
0 uso datecnologia, principalmente, em se tratando de agricultores pouco familiarizados
com a pratica da inoculacdo. Outros estudos demonstraram que a turfa ndo é capaz de
manter elevadas concentracdes de células em sementes pré-inoculadas (RICE, et d.,
2001a; THOMPSON e STOUT, 1992).

As sementes peletizadas receberam uma quantidade varidvel de células, em
funcdo do periodo inicial de incubagdo de 12 dias a que foram submetidos todos os
inoculantes (Tabela 10). Porém todos os tratamentos receberam uma quantidade de
células maior que de 6 x 10° células por sementes, que é a quantidade minima de células
rizobianas permitida pela legislacdo brasileira (MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA A E ABASTECIMENTO, 2004).

Todos os tratamentos apresentaram uma reducdo no nimero de células durante o
periodo de incubagdo (Figuras 6).

Até a quinta semana de armazenamento, verifica-se que o nimero de células por
sementes se manteve, estando proximo da quantidade minima permitida pela legislacéo
brasileira. E relatado na literatura que a adicio de alguns compostos estabilizantes e
adesivos pode aumentar a quantidade de células aderidas a sementes incubadas a
temperatura ambiente (TEMPRANO et a., 2002). Em contrapartida, a adicéo destes
compostos € capaz de onerar a producdo de inoculantes ou de sementes pré-inocul adas,
e por isso ndo foi considerada neste trabalho, cujo objetivo foi otimizar a producdo e
diminuir custos para a producéo de inoculantes para a cultura do feijéo caupi. Todos os
tratamentos apresentaram uma concentracgo de 10* células por semente na 8% semana de
armazenamento, 0 que representa menos de 10 vezes que o minimo permitido pela
legislacdo brasileira.

Tabela 10: Concentracdo de células presentes em sementes de feijdo caupi apds a
peletizacdo com inoculantes formulados com diferentes veiculos e com o estirpe
BR 3267 de B. japonicum (valores séo médias de 3 repeticoes).

Veiculo de inoculagdo
Composicao Polimérica Agente N° de células/semente

CMC/Amido Compatibilizante
- 9,77 x 10’
M3 1% de ZnO 6,17 x 10’
1% de MgO 1,86 x 10°
- 2,88 x 10°
M4 1% de ZnO 1,78 x 10°
1% de MgO 6,92 x 10’
Turfa 3,02 x 10
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Os métodos de pré-inoculacdo de sementes de alfafa (RICE, et d., 2001a; RICE,
et a, 2001b), trevo (BROOKE et a., 1992) e gréo de bico (KYEI-BOAHEN et d.,
2002) demonstram que a produtividade em condicdo de campo é geralmente inferior
guando comparadas com aquelas alcangadas com a inoculacéo convencional. RICE et
al., (2001a) destaca ainda que a produtividade, nodulacdo e a FBN s&o ainda menores
para as plantas cultivadas em solos &cidos, por esse motivo, € de fundamental
importancia a avaliacdo dessa metodologia para a utilizagdo em cultivos nos solos
tropicais.

JUNG e MUNGIER (1985) em estudos realizados com soja, relataram igual
nodulacdo e FBN, comparando os a inoculacéo no momento do plantio e, sementes pré-
inoculadas plantadas apds 33 DI, utilizando como veiculos as misturas das gomas
caroba e xantana. Outro estudo demonstrou resultados semelhantes na nodulagéo, FBN,
e produtividade em Lupinus sp. Comparando a inoculagéo das sementes no momento do
plantio e a pré-inoculacdo 48 dias antes do plantio, utilizando-se goma arabica como
veiculo deinoculagéo (GAUTH, et al., 1986).

As misturas poliméricas testadas neste estudo tém a capacidade de incubar
elevadas quantidades de células rizobianas em determinadas condic¢Ges demonstram ter
a capacidade de manter elevadas concentragdes celulares em sementes de feij&o caupi.
A utilizag8o de misturas poliméricas requer uma criteriosa selecdo de pares poliméricos,
agentes compatibilizantes e condic¢des de estudo.
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Figura 2: Sobrevivéncia de céulas rizobianas inoculadas utilizando-se como veiculos
composi¢cdes poliméricas CMC/amido M3 e M4 ndo compatibilizadas (A),
compatibilizadas com 1% ZnO (B) e compatibilizadas com 1% de MgO (C) e
turfa (Barras representam o desvio padréo). NC= Nao compatibilizado.
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4.6 Desenvolvimento e Nodulagéo de Feijao Caupi Inoculado com Inoculantes
Preparados a partir Diferentes Veiculos em Condicfes de Casa de Vegetacao.

O experimento em condigdes de casa de vegetacdo teve por objetivo avaliar a
capacidade de misturas poliméricas atuarem como veiculo de inoculacdo de rizébio em
feljdo caupi, comparativamente ao veiculo de inoculacdo sdlido mais utilizado no
Brasil, a turfa. O experimento foi implantado em condi¢des de casa de vegetacdo, pois
este ambiente apresenta condi¢des mais controladas se comparado com o ambiente do
campo experimental. Vale a pena ressaltar que a utilizacdo de misturas poliméricas a
base de CMC/amido, como veiculos de inoculagdo, € um tema novo na pesquisa
rizobiolégica, exige, portanto, avaliacles preliminares antes de testes mais proximos das
condic¢des de plantio, como os testes em campos experimentais.

O numero de células por sementes no plantio do experimento de casa de
vegetacdo é apresentado na Tabela 10, na secéo 4.5.

Foram realizadas duas coletas para avaliar a nodulagdo e os parametros relativos
a0 desenvolvimento vegetal em dois estagios diferentes do desenvolvimento vegetal. A
primeira coleta foi feita aos 35 dias apds a emergéncia (DAE), fase onde as plantas
encontravam-se ainda no estado vegetativo e a segunda coleta, aos 50 DAE, quando
todas as plantas se encontravam no estado reprodutivo e estando todas com flores ou
botbes florais. Em ambas as coletas as plantas apresentavam-se sadias e sem sintomas
de doencas ou atagque por pragas.

Foi observada diferenca estatistica entre as coletas no parametro matéria seca da
parte a aérea e nitrogénio total da parte aérea. Aos 50 DAE as plantas apresentavam-se
maiores e devido ao maior desenvolvimento vegetal, uma vez que aos 35 DAE as
plantas eram ainda juvenis. Essa observacdo é normal em experimentos desta natureza.

Na primeira coleta a matéria seca da parte aérea no tratamento com a
composicdo polimérica M4 ndo compatibilizadas, destacou-se em relacéo aturfa, sendo
superior estatisticamente em relacdo a esta a composicdo polimérica M4, também
apresentou tendéncia a se destacar dos demais tratamentos no parametro nitrogénio total
da parte aérea (Tabela 11).

Na segunda coleta ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos no
parédmetro matéria seca da parte aérea, no entanto, no parametro nitrogénio total da parte
aéreq, as plantas que receberam nitrogénio mineral apresentaram tendéncia a se destacar
em relagdo aos demais tratamentos, apresentando—se estatisticamente superior aos
tratamentos M3 ndo compatibilizada, M4 compatibilizada com 1% de MgO, e
testemunha absoluta (Tabela 11).

A composicéo M3 compatibilizado com 1% de MgO destacou-se em relagcéo aos
demais tratamentos no parametro niimero de nédul os na segunda coleta, 0 que ndo havia
sido verificado na primeira coleta, onde os tratamentos que apresentaram tendéncia a
destacarem-se foram os veiculos M3 e M4 ambos ndo compatibilizados (Figura 3). As
testemunhas nitrogenada e total apresentaram um nimero de nddulos elevado (Figura
3), umavez que o feijdo caupi € uma planta muito promiscua, nodulando com diversas
estirpes de rizobio nativas (ZILLI et a., 2004).

As plantas inoculadas com bactérias veiculadas pelas composicdes poliméricas,
apresentaram nodulacdo igual aguelas inoculadas com bactérias veiculadas pela turfa
(Figura 3), o que demonstra a capacidade da utilizacdo destas composicdes como
veiculos de inoculacdo de rizébio em feijdo caupi. Esses resultados corroboram os
resultados de diversos trabalhos nos quais foram utilizados outros polimeros para
veicular células rizobianas a leguminosas se comparando 0s com técnicas ja utilizadas,
como 0 uso de turfa (DENARDIN et a., 1997; JUNG e MUNGIER €t al., 1982) ou
inoculantes liquidos (SARR et a., 2005). Também ndo foram observadas diferencas
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estatisticas entre os parametros do desenvolvimento vegetal, demonstrando que 0s
inoculantes rizobianos ndo apresentam toxidez as sementes, ndo influenciando

negativamente no vigor da germinagao.
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Figura 3. Nodulagdo de feijdo caupi aos 35 DAE (Coleta 1) e 50 DAE (Coleta 2)
inoculado com a estirpe BR 3267 de B. japonicum, utilizando diferentes veiculos
de inoculacdo. (Barras com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste t ao nivel de 5% de significancia.)



Tabela 11: Matéria seca e Nitrogénio total da parte aérea das plantas de feijdo caupi
inoculadas com diferentes veicul os e coletadas aos 35 (coleta 1) e aos 50 (coleta

2) DAE.
Matéria seca da parte aérea Nitrogénio total da parte aérea
Tratamento (o/planta) (mg/planta)
COLETA
1 2 1 2
M3NC 1,54B 3,38A 50,20 B 67,97 B
M4NC 2,17 A 3,86 A 82,32 A 97,74 AB
M3 1% ZnO 1,72 AB 3,92A 58,86 AB 93,40 AB
M4 1% ZnO 142 B 3,87 A 57,63 B 92,05 AB
M3 1% MgO 1,40 B 3,65A 51,46 B 92,22 AB
M4 1% MgO 1,78 AB 3,30A 59,49 AB 66,00 B
Turfa 167B 2,98 A 61,39 AB 78,80 AB
N mineral 161B 3,69 A 64,36 AB 114,60 A
Test. absoluta 154B 291A 64,83 AB 65,82 B
DMS+* 0,50 1,22 24,21 38,12
CV*** 20,63% 23,94% 27,12% 30,59%

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste t ao nivel de significancia de 5%.
**Diferencaminima significativa (teste t a0 nivel de significancia de 5%)
*** Coeficiente de variacéo

O inoculante polimérico M3 compatibilizado com MgO que apresenta grande
potencia para a utilizacdo ap6s um periodo mais longo de armazenamento, visto que a
sobrevivéncia das células incubadas neste veiculo foi bastante elevada, como observado
na Tabela 9, além de apresentar a capacidade de promover nodulacéo abundante.



5 CONCLUSOES

E possivel obter composicdes poliméricas que atendam as exigéncias para um
veiculo de inoculagdo de células rizobianas, a partir da escolha adequada do par
polimérico, do sistema de compatibilizacdo, e da metodol ogia de preparo.

A selecdo de veiculos de inoculantes a base de misturas poliméricas deve ser
acompanhado por um trabalho de caracterizacdo fisico-mecanico destas misturas,
visando aumentar a qualidade do produto.

Misturas poliméricas a base de CMC e amido podem apresentar um potencial
para utilizacdo como veiculo de inoculacdo para outras estirpes rizobianas em outras
culturas, além do feijdo caupi e da estirpe BR 3267, usado com modelo neste estudo.



6 CONSIDERACOESFINAIS

O trabalho utilizando misturas poliméricas a base de CMC e amido como
veiculo para inoculacdo de células rizobianas abre uma perspectiva inovadora na
pesquisa com FBN. A utilizacdo destes polimeros como veiculo requer pesquisas
interdisciplinares, sendo necessario um didlogo entre as areas da quimica de polimeros e
microbiologia do solo.

Os estudos dos grupos de pesquisa em microbiologia do solo da Embrapa
Agrobiologia e de tecnologia de polimeros do Departamento de Engenharia Quimica da
UFRRJ, associados aos Cursos de Pos-Graduagéo em Agronomia — Ciéncia do Solo e
de Engenharia Quimica, respectivamente, resultaram em setembro de 2005, no pedido
de depdsito de patente do inoculante rizobiano veiculado através de misturas
poliméricas, algo que ndo é comum como produto da pos-graduacdo brasileira e que
deve ser um exemplo a ser seguido, por grupos de pesquisa que de forma séria e
compromissada tentam encontrar solucdes paraa agriculturabrasileira.
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