‘;n
/\

S
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
L‘ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018

AVALIACAO DE ISOLADOS BACTERIANOS NA PAROMO(;AO DO
CRESCIMENTO E FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM ERVILHA-
FORRAGEIRA (PISUM SATIVUM L.) PARA COBERTURA E ADUBACAO VERDE
DO SOLO

Breno Augusto Moraes (PIBIC/CNPq), Rafael Mazer Etto (Orientador), e-mail:
mazeretto@hotmail.com.

Universidade Estadual de Ponta Grossa/Departamento de Quimica.
Bioguimica, Bioquimica dos Microrganismos.

Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento vegetal, Inoculantes,
Biotecnologia.

Resumo

A rotacdo de culturas e a cobertura do solo com palhada de qualidade s&o
essenciais para o0 sucesso do sistema plantio direto. Um estudo de campo foi
realizado com ervilha forrageira (Pisum sativum L.), inoculada com isolados
bacterianos com potencial para fixacdo bioldégica de nitrogénio e promocdo do
crescimento em plantas. Avaliaram-se a resposta dos isolados nas plantas de ervilha
e no residuo sobre o solo. Para isso foram utilizados seis tratamentos bacterianos na
ervilha. Durante a fase de plena floracdo da ervilha foram realizadas avaliacdes de
producdo massa seca e quantificacdo de nitrogénio nas plantas. Verificou-se que
ndo houve evidente beneficio dos isolados bacterianos testados sobre a producéo
de cobertura de ervilha-forrageira e nitrogénio presente na palhada.

Introducéo

A estimativa de uma populacdo mundial de 10 bilh6es de pessoas até o ano de 2050
(Foley et al.,, 2011) somada a fatores como sustentabilidade, reducdo de custos,
consciéncia ecolégica, entre outros, torna a pratica agricola cada vez mais
desafiadora para produtores, empresas e pesquisadores envolvidos na area, que
desenvolvem sistemas, variedades e produtos para atender a essa nova demanda.
O plantio direto € um dos sistemas de cultivo implantado em grande parte das areas
agricolas, reconhecido por ser um sistema conservacionista de manejo do solo,
onde, através da cobertura e a rotacdo de culturas, contribui com a incorporacéo da
matéria organica, ciclagem de nutrientes, controle de plantas daninhas e prevencéao
quanto a degradacéo fisica e quimica do solo.

A ervilha-forrageira é uma das leguminosas utilizadas na cobertura do solo e
adubacao verde. Quando se pensa na morfologia da planta, esta apresenta
crescimento rapido e agressivo, cobrindo o solo de forma homogénea, podendo
servir para cobertura do solo ou até mesmo forragem animal. Somado a sua
capacidade de associar-se a bactérias principalmente do género Rhizobium, torna-
se cada vez mais necessario investigar novas propostas e metodologias de
pesquisa para esta area, para incrementar a producdo de plantas de
cobertura/adubacao verde.
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Materiais e Métodos

Com o objetivo de avaliar o potencial de fixacao biologica de nitrogénio e promocao
de crescimento de diferentes BPCVs (Bactérias Promotoras do Crescimento
Vegetal) estas foram inoculadas em ervilha-forrageira utilizando esta planta como
cobertura e adubo verde do solo.

O seqguinte experimento foi realizado em laboratério (selecdo de isolados
bacterianos e preparo dos inoculantes), e, entdo implantado no campo com a cultivar
da ervilha-forrageira (Pisum sativum L.) IAPAR 83, na gleba de cultivo F7 localizada
no campo experimental (CDE) da Fazenda Escola Cap&o da Onga — UEPG. O
delineamento utilizado foi blocos casualizados com trés repeticdes e 6 tratamentos
sendo uma testemunha sem inoculagdo, um tratamento controle inoculado com o
inoculante comercial disponivel para ervilha, uma co-inoculagcdo e 3 BPCVs do
Laboratorio de Biologia Molecular Microbiana da UEPG (LABMOM).

A partir dos valores considerados como atividade significativa para producdo de
compostos inddlicos, sideroforos, celulase, protease, solubilizacdo de fosfato e
zinco, citados na bibliografia, foram selecionados no Laboratério de Biologia
Molecular e Microbiologia (LABMOM), os isolados bacterianos a serem testados
como potenciais bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV), sendo eles:
H2D (Pseudomonas sp.), 10N6 (Burkholderia sp.) e B3D (Rhizobium sp). Estes
foram crescidos em meio DIGs, e a partir de dados de absorbancia e microgota foi
tracada a curva de crescimento de cada isolado para inoculagdo na concentracéo
semelhante aos inoculantes comerciais.

Foram inoculados todos os tratamentos, exceto o tratamento |. O tratamento II,
considerado um dos controles, foi inoculado com o inoculante disponivel no
mercado, recomendado para ervilha composto pela bactéria Rhizobium
leguminosarum bv. Viceae SEMIA 3007 e SEMIA 3012. O tratamento Il co-
inoculado, recebeu a dose do inoculante comercial para ervilha composto pela
bactéria R. leguminosarun mais o inoculante composto pela bactéria Azospirillum
brasilense Abv5/Abv6 (inoculante liquido comercial para gramineas. Utilizou-se a
recomendacao do fabricante.

Os tratamentos 1V, V, e VI, referentes aos isolados bacterianos pertencentes ao
LABMOM crescidos foram padronizados em 10° u.f.c/ml e inoculados seguindo a
recomendacao do inoculante comercial.

A semeadura foi realizada usando a semeadora de parcelas de nove linhas com
densidade de semeadura de 10 sementes por metro em espacamento de 20 cm, em
parcelas de 32,4 m? (6 m x 5,4 m). A cultura demonstrou pouca exigéncia em
relacdo ao manejo de agroquimicos. Foi realizado apenas o arranquio manual de
plantas espontaneas que poderiam competir com a ervilha por duas vezes durante o
cultivo da ervilha.

A coleta das plantas para avaliagbes de producdo de biomassa e extracdo de
nitrogénio foi realizada aproximadamente aos 105 dias, na fase de floracdo plena,
realizando-se a coleta da biomassa formada em 0,5 m2 de cada parcela. As
amostras foram colocadas para secar em estufa com circulagédo forcada de ar a
45°C por trés dias consecutivos, quando se observou massa constante. Estas foram
entdo pesadas obtendo-se dados de producéo de massa seca de cada tratamento.
Para a determinacdo do teor de nitrogénio nas plantas, utilizou-se 0,100 g de
amostra da parte aérea, seguindo-se o0 método proposto por Malavolta (1997). A
extracdo de nitrogénio pela parte aérea foi obtida pelo produto entre o teor de
nitrogénio e a producéo de massa seca da parte aérea das plantas.
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Resultados e Discussao

A producdo de massa seca e extragdo de nitrogénio pela parte aérea da ervilha nao
foram influenciados significativamente pelos tratamentos (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1- Producdo de massa seca da parte aérea (MS) por plantas de ervilha-
forrageira em funcao dos diferentes tratamentos com BPCVs.

Tratamentos da Ervilha MS (t/ha)
Controle 6,17 A
Inoculante Comercial 6,04 A
Co-inoculacéo 530 A
Rhizobium sp. (B3D) 5,26 A
Pseudomonas sp. (H2D) 4,83 A
Burkholderia sp. (10N6) 6,38 A
C.V. 17,58%

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.

Porém para a variavel producao de massa seca, € possivel verificar numericamente
qgue o isolado Burkholderia sp. (10N6) apresentou o maior valor de producéo sendo
este superior aos tratamentos sem inoculacao e inoculado com inoculante comercial
para ervilha.

Tabela 2- Extracdo de nitrogénio pelas plantas de ervilha-forrageira em funcdo dos
diferentes tratamentos com BPCVs.

Tratamentos da Ervilha Nitrogénio (kg/ha)
Controle 153,28 A
Inoculante Comercial 184,93 A
Co-inoculacéo 169,33 A
Rhizobium sp. (B3D) 15591 A
Pseudomonas sp. (H2D) 135,23 A
Burkholderia sp. (LONG6) 181,04 A

C.V. 25,48%

Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.

Para a variavel extracdo de nitrogénio, os resultados indicam uma superioridade de
todos os tratamentos sobre o tratamento controle sem inoculacdo, e, novamente um
valor similar do isolado Burkholderia sp. (10N6) em relagdo ao tratamento com
inoculante comercial. Em relagdo ao tratamento controle o aumento foi de 18,11%
guando utilizado o isolado Burkholderia sp. (10N6). A proximidade dos resultados
em todos os tratamentos pode ser atribuida a nodulagdo espontédnea ocorrida pela
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presenca de rizobios nativos do solo. Todos os tratamentos mesmo 0S que nao
receberam o inoculante a base da bactéria Rhizobium leguminosarun apresentaram
nodulacdo, o que possivelmente favoreceu a fixacdo biolégica de nitrogénio em
todos os casos.

No estudo apresentado por Aita et al. (2001) também n&o foram encontrados
resultados significativos para a ervilha forrageira em comparacdo as demais
leguminosas de cobertura (ervilhaca, chicharo e tremoco azul) quanto a absorcéo de
nitrogénio; porém, e ervilha foi superior a ervilhaca e semelhante as outras duas
plantas de cobertura quanto a producao de biomassa da parte aérea.

O trabalho desenvolvido por Chanway et al. (1989), utilizando ervilha-forrageira
inoculada com nove estirpes bacterianas de BPCVs, a campo e em laboratdério no
sistema vasos de Leonard, apresentou resultados semelhantes entre os tratamentos
para as variaveis peso seco de raiz e parte aérea, nodulacdo e absorcdo de
nitrogénio, de forma que nenhuma bactéria apresentou resultado significativo, por
fatores atribuidos pelo autor, como gendtipo da planta e condi¢Bes climaticas muito
variaveis.

Conclusodes

Nao houve diferenca estatistica significativa demonstrando beneficios dos isolados
bacterianos testados sobre a producdo de cobertura de ervilha-forrageira e a
guantidade de nitrogénio na palhada.

Resultados numéricos ainda indicam uma maior produtividade do isolado
Burkholderia sp. (10N6) para a producdo de massa seca e uma produtividade similar
ao inoculante comercial para o nitrogénio presente na palhada.
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