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Sobrevivéncia de bactérias diazotroficas em suporte inoculante
alternativo de casca de algodao

Survival of diazotrophic bacteria on alternative inoculant support of cotton husk
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RESUMO

A inoculagdo de bactérias fixadoras é um dos grandes exemplos de sucesso do emprego da biotecnologia
para aumentar a produtividade nas lavouras, em especial a soja. Entretanto, para que essas bactérias
cheguem até o campo e possam ser utilizadas pelos produtores, se faz necessario a utilizagdo de substratos
solidos ou liquidos que mantenham a viabilidade desses organismos. Objetivou-se neste estudo a avaliagéo
da sobrevivéncia de bactérias diazotroficas em suporte inoculante alternativo obtido a partir da
compostagem de residuos da cultura do algoddo e esterco de galinhas poedeiras. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2 com trés repeti¢des e avaliacBes no
tempo, sendo dois suportes inoculantes (turfa e alternativo) e duas bactérias (Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae). O suporte inoculante alternativo apresentou comportamento similar e/ou
superior a turfa, em todos os pardmetros avaliados. Nas condicfes de armazenamento utilizadas, os suportes
inoculantes avaliados conseguiram manter a sobrevivéncia das bactérias na concentracio de 108 células g-
! por até 30 dias.
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ABSTRACT

The inoculation of nitrogen-fixing bacteria is one of the great examples of successful use of biotechnology
to increase productivity in crops, especially soybeans. However, in case, in the process of reaching the field
and being used by producers, it is necessary to use solid or liquid substrates that maintain the viability of
these organisms. The objective of this study was to evaluate the survival of diazotrophic bacteria in
alternative inoculant support obtained from the composting of residues of cotton and manure culture of
laying hens. The experimental design was completely randomized in a 2x2 factorial scheme with three
replications and evaluations in time, being two inoculant supports (peat and alternative) and two bacteria
(Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae). The alternative inoculant support presented
similar behavior and/or superior to peat, in all parameters evaluated. Under the storage conditions used, the
inoculant supports evaluated were able to maintain the survival of the bacteria at the concentration of 108
gt cells for up to 30 days.
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INTRODUCAO

A produgdo de inoculantes no Brasil teve inicio em 1956, no Rio Grande do Sul.
Contudo, a expansao dessa producédo se deu na década de 70 com a expansdo da cultura
da soja na regido Sul e no Cerrado (FREIRE et al., 1968). A turfa é o veiculo de
inoculacdo mais utilizado pela inddstria de inoculantes, sendo este substrato
frequentemente importado, devido a sua melhor qualidade e maior disponibilidade em
relacdo a turfa nacional (BUCHER e REIS, 2008).

No mercado nacional, a disponibilidade de inoculantes é bem diversificada,
podendo o0 mesmo ser encontrado na forma liquida, turfosa, géis e liofilizados. Segundo
Brockwell (1995), inoculantes a base de turfa esterilizada séo preferidos, pois podem
apresentar até 100 vezes mais bactérias do que a turfa ndo esterilizada.

De acordo com a Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de
Inoculantes, 0 mercado de insumos biologicos estd em franco crescimento no Pais e
comercializou mais de 70 milhdes de doses de inoculantes na safra 2020/21 (ANPII,
2021). A tecnologia de coinoculagéo de Azospirillum com Bradyrhizobium desenvolvida
pela Embrapa em 2014 foi um dos fatores impulsionadores desse crescimento no mercado
de inoculantes, que traz como beneficios aumento do sistema radicular e incremento de
produtividade na soja e feijoeiro (HUNGRIA et al., 2013, 2015).

Beneficios como reducédo do custo de producdo e no impacto ambiental, aliados
com aumento no rendimento das culturas, sdo exemplos do que pode ser conseguido com
uso da biotecnologia que envolve o uso de bactérias fixadoras de nitrogénio e promotoras
de crescimento vegetal na formulacdo de inoculantes (BHATTACHARYYA; JHA, 2012;
HUNGRIA, 2011; FERREIRA, 2014; SANTOS; SCORIZA; FERREIRA, 2014).

De acordo com Santos (2010), a fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico, que
ocorre naturalmente pela associacdo de bactérias diazotroficas com alguns vegetais,
apresenta-se como uma grande alternativa para reduzir a aplicacdo de fertilizante
nitrogenado ou mesmo a melhoria da absorcao deste. Ainda segundo este autor, além da
fixacdo bioldgica, o efeito promotor de crescimento e os beneficios proporcionados pelas
bactérias diazotrdficas exercem papel importante na reducéo de custos e por atenuar as
agressoes ao meio ambiente.

A FBN ¢, dentre as formas de suprimento de N, a mais eficiente e sustentavel,
principalmente quando comparada ao uso fertilizante nitrogenado, que pode representar
de 15 a 20% dos custos variaveis da lavoura (DEBRUIN; BUTZEN, 2014). A busca por
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substratos e a adi¢cdo de compostos, como uma nova opgao para inoculacao de bactérias
diazotrdéficas, sdo relatadas por diversos trabalhos de pesquisa, dentre eles os citados por
Ferreira et al. (2003), Lorda et al. (2007) e Guimaraes et al. (2013).

No atual contexto em que se buscam produtos ambientalmente sustentaveis,
atoxicos, biodegradaveis e obtidos de fontes renovaveis, a industria de polimeros tem
investido na pesquisa com o objetivo de avaliar a eficiéncia de composicdes poliméricas
possiveis de serem utilizadas como veiculo inoculante, como pode ser observado em
Junior (2006), Silva et al. (2009) e Silva Junior et al. (2012).

A compostagem € um processo de transformacgdo de residuos organicos em
fertilizantes organicos humificados (BARBOSA, 2009). Em linhas gerais, consiste no
aproveitamento de matérias-primas que contenham um balanco de relagdo
carbono/nitrogénio favoravel ao metabolismo dos organismos, que vao efetuar sua
biodigestao.

Estudos para verificar a viabilidade de utilizagdo de compostos organicos
provenientes de residuos sdo pouco frequentes, proporcionando uma lacuna a ser
pesquisada. Portanto, diante do exposto, objetivou-se neste avaliar a sobrevivéncia de
bactérias diazotroficas em inoculante alternativo de casca de algoddo obtido por

compostagem.
MATERIAL E METODOS
Local do experimento

O experimento foi realizado no laboratorio de fitopatologia do Instituto Federal
de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Baiano - Campus Guanambi (IF BAIANO),
municipio de Guanambi-BA.

O inoculante alternativo foi obtido a partir do processo de compostagem de
residuos de casca de algodao e esterco de galinha poedeira conforme descrito por Santos
et al. (2020). Ap6s compostagem o material foi peneirado e passado no moinho de bolas
para reducdo do tamanho de particulas. A granulometria final da turfa e do inoculante

alternativo foi de 71% das particulas com tamanho entre 106 e 250 um.

Caracterizacao dos suportes inoculantes
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Para fins de comparagdo, a turfa foi utilizada como suporte padrédo para
realizacdo do teste de desempenho do inoculante alternativo e suas caracteristicas fisico-

quimicas, teor de nutrientes e metais pesados estdo descritas nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica da turfa e do suporte inoculante alternativo

UA DU DS CRA  pH CE
SUPORTE % e kg M2 —eemee % mS cm™
Turfa 1,04 11495 11376 - 6,22 540
Inoculante 3,36 561,4 5427 56,0 7,18 10,28

alternativo
UA= umidade atual a 65°C. DU= densidade umida. DS= Densidade seca. CRA10= Capacidade

de retencdo de agua a 0,98 kPa. pH= extrato aquoso 1:5. CE= condutividade elétrica em extrato
1:5.

Tabela 2 - Caracterizagdo quimica da turfa e do suporte inoculante alternativo

C N CIN NH4* NOs"

SUPORTE _________ % _______________ mg kg'l ______
Turfa 47,82 1,73 27,64 2713,90 47,20
Inoculante 30,86 2.94 10,49 460,18 47,20

alternativo
C= carbono organico. N= nitrogénio. NH4s*= aménio. NOs'= nitrato

Tabela 3 - Teores de macro e micronutrientes na turfa e no suporte inoculante alternativo

SUPORTE P K ca Mg S
---------------------------- Ol e ———
Turfa 0.06 0.29 0,78 0,16 214
Inoculante 1,69 141 7.93 0,75 0,94
alternativo
SUPORTE Cu Fe Zn | Mn B
---------------------------- mg kg
Turfa 28.65 10.891.00 60550 338,55 20,26
Inoculante 38.15 10.60550 606,50 438,30 38.98
alternativo

Tabela 4 - Teores de metais pesados na turfa e no suporte inoculante alternativo

SUPORTE Ni Pb cr
----------------------- L I ———
Turfa 10,25 4,80 31,45
Inoculante 44,40 5,80 116,70

alternativo

Bactérias utilizadas
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As estirpes de bactérias utilizadas foram a SP245 (BR11005), pertencente ao
género Azospirillum brasilense, e a ZAE 94 (BR11417), pertencente ao género
Herbaspirillum seropedicae, ambas provenientes da Embrapa Agrobiologia. Essas
bactérias foram previamente multiplicadas em tubos de ensaio contendo meio Dygs, com
agitacdo a 100 rpm, a 30°C e por 24 h. Em seguida, essas bactérias crescidas foram
riscadas em placas com meio NFb 3x e JNFb (DOBEREINER et al., 1995) para
verificagdo da pureza. Depois de verificada a pureza, multiplicou-se as estirpes em meio

Dygs para, em seguida, serem utilizadas no preparo dos inoculantes.

Sobrevivéncia das bactérias no inoculante produzido

Para avaliacdo da sobrevivéncia das bactérias o suporte inoculante alternativo foi
acondicionado em sacos de polipropileno. Em seguida, estes sacos foram vedados em
lacradora de embalagens e esterilizados por duas vezes em autoclave a 120°C, por 20
min, mantendo um intervalo de 24 h entre cada esterilizag&o.

Uma suspensdo bacteriana contendo 7,5x10° células mL™ de cada estirpe de
bactéria foi inoculada com auxilio de uma seringa esterilizada, nos sacos contendo 35 ¢
de substrato previamente beneficiado (moido, esterilizado e pH ajustado). A esterilizacédo
foi realizada em dois momentos, com intervalo de 24h entre uma e outra, em autoclave a
120°C, por 30 minutos. A corre¢do do pH, quando necesséria, foi realizada com CaCOs3
de modo a elevar o pH para 6,5. Ap6s a inoculacgdo, os sacos contendo o inoculante foram
mantidos a 30°C, por um periodo de 24 h em camara B.O.D. e, em seguida, estocado em
condic@es refrigeradas a 7°C para avaliacdo da viabilidade das células bacterianas. A
contagem do nimero mais provavel (NMP) de células contidas nos inoculantes apds seu
preparo foi de 4,5x10° Ufc g*.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
repeticdes, e esquema fatorial 2x2, sendo dois suportes inoculantes (& base de turfa e de
residuo de algodao) e duas estirpes de bactérias.

A avaliagdo da sobrevivéncia das bactérias inoculadas nos suportes estudados foi
realizada pelo método do NMP, utilizando a tabela de McCrady (DOBEREINER et al.,
1995).

A cada 15 dias ap06s inoculacdo, 1 g da amostra do suporte inoculante foi colocado
em agitacdo a 100 rpm, por 20 minutos, em tubo de ensaio contendo 9 mL de solucédo

salina, seguida de diluigio seriada até 107, transferindo-se 1 mL da suspenséo de cada
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diluicdo para tubos de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina. Para cada uma das
diluigdes, aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em triplicata em frascos de vidro (tipo
penicilina) contendo 6 mL de meio semissolido livre de N, sendo o meio JNFb para
bactéria Herbaspirillum seropedicae e o meio NFb para a bactéria Azospirillum
brasilense. Estes frascos foram ent&o incubados em camaras de crescimento a 30°C +4°C
por até sete dias, sendo considerados positivos para contagem aqueles que desenvolveram

uma pelicula aerotaxica tipica, proxima da superficie do meio.

Analises estatisticas

Todos os dados obtidos para este estudo foram checados quanto a normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. As analises de variancia, teste de médias e analise de
regressdo para 0s dados obtidos na etapa de producdo e caracterizacdo do suporte
inoculante e na etapa de avaliacdo da sobrevivéncia de bactérias foram realizadas
utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

Para comparacdo de médias das caracteristicas fisico-quimicas entre os suportes

inoculantes, utilizou-se o teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia para avaliacdo da sobrevivéncia de bactérias nos diferentes
suportes inoculantes estudados ndo demonstrou efeito significativo para o fator bactéria,
de forma isolada; contudo, sua interacdo com o fator tempo de armazenamento

demonstrou significancia para o inoculante alternativo de residuos de algodéo (tabela 5).

Tabela 5 - Resumo da anélise de variancia e respectiva significancia para contagem de bactérias
diazotroficas inoculadas nos diferentes suportes inoculantes avaliados

QM

FV GL ALT TUR
Bactéria (B) 1 0,125 0,001 "
Tempo (T) 6 77,10 ™ 80,32
BvsT 6 0,228 0,070 "™

Residuo 28 0,063 0,062

Média 5,73 5,69

CV % 4,39 4,37

ALT = suporte inoculante alternativo; TUR = Turfa. ** p<0,01 pelo teste de F. ns= ndo
significativo
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De forma geral, o comportamento das bactérias na turfa e no suporte inoculante
alternativo foi semelhante e a contagem do nimero de células bacterianas presentes foi
decrescente ao longo dos dias de armazenamento, tanto para A. brasilense quanto para H.

seropedicae, como pode ser observado nas figuras 1 e 2.

Figura 1 - Sobrevivéncia das bactérias Azospirillum brasilense (sp245) e Herbaspirillum
seropedicae (ZAE94) no suporte inoculante alternativo. ** = P<0,01

Log do niimero de células g'l de substrato

——— A. brasilense Y =10,01 - 0,065X - 0,00045X R? = 0,978**
—— H. seropedicae Y =9,96 - 0,05038X - 0,00069X> R? = 0,990**

T T T T T

0 20 40 60 80

Dias de armaze namento

Somente aos 90 dias de armazenamento, houve diferenca significativa para a
contagem entre as bactérias avaliadas no suporte inoculante alternativo. Entretanto, o
nimero de células viaveis, apds os 30 dias apresentaram valores de NMP abaixo de 108
células g de A. brasilense (sp245) e H. seropedicae (ZAE94). Esses resultados foram
superiores aos de Silva e Reis (2009), que conseguiram manter o nimero satisfatorio (10%)
de células viaveis da estirpe Am15 de Azospirillum amazonense apenas por um periodo
de até 15 dias apo0s a inoculagéo em turfa (SILVA et al., 2009).

Matoso et al. (2016), avaliando a sobrevivéncia de bactérias diazotréficas em
substratos alternativos para cana-de-acUcar, verificaram viabilidade em numero
satisfatorio (10%) UFC somente até 30 dias ap0s inoculagdo, e sugeriram que a baixa
viabilidade ap6s esse periodo pode ter sido resultante da presenga de microrganismos

antagbnicos no substrato.
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Figura 4 - Sobrevivéncia das bactérias no inoculante a base de turfa. ** = P<0,01.

10 A

de substrato
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Log do nimero de células g

0 ® Y= 999-0,055X-0,00061X* R*=0987** e
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Dias de armaze namento

Apesar do suporte inoculante alternativo ter apresentado caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes e, em alguns casos, superior ao da turfa utilizada como referéncia,
ele s6 atendeu a legislacdo quanto a sobrevivéncia das bactérias nos primeiros 30 dias de
armazenamento. Ferreira et al. (2010), selecionando inoculantes a base de turfa com
bactérias diazotroficas, conseguiram manter a sobrevivéncia em 108 células g* de
inoculante por 110 dias de armazenamento.

Guimardes et al. (2013), estudando a viabilidade de inoculante turfoso com
bactérias associativas, mostraram que, com a adicdo de molibdénio ao inoculante, foi
possivel elevar de 110 para 180 dias a manutencéo da viabilidade com 108 células g* de
inoculante.

Além das caracteristicas inerentes a composicdo do suporte inoculante e das
condigdes de armazenamento, Sadowsky e Grabam, (1998) sugerem que diferencas de
sobrevivéncia entre as estirpes também podem estar relacionadas com variagoes
genéticas.

De acordo com a “INSTRUCAO NORMATIVA N° 13”, de 24 de margo de 2011,

os inoculantes comerciais que proporcionem a fixacdo biologica de nitrogénio devem
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apresentar no minimo 108 Unidades Formadoras de Col6nias por grama (UFC g™) no
momento do uso, e que sua viabilidade seja mantida por um periodo minimo de 180 dias
(MAPA, 2011).

Embora a legislagdo brasileira exija a viabilidade de 108 células g™ de inoculante
por 180 dias de armazenamento, e os estudos demonstrem a capacidade de atender esta
exigéncia para producdo de inoculantes para o uso em leguminosas, torna-se necessario
0 desenvolvimento de pesquisas voltadas a produgdo de inoculantes para uso em
gramineas. Desta maneira, os resultados deste e de novos estudos podem servir de
subsidio para reduzir o tempo minimo de sobrevivéncia da bactéria diazotréfica no
inoculante para gramineas, j& que se trata de géneros diferentes dos utilizados em
leguminosas, como ja foi evidenciado por Ferreira et al. (2010), Ferreira et al. (2003) e
Guimardes et al. (2013).

Como a turfa € um suporte inoculante ja amplamente utilizado e também
apresentou resultado insatisfatorio quanto ao atendimento da legislacdo vigente, sugere-
se que as condi¢cdes de armazenamento possam ter influenciado negativamente na
sobrevivéncia das bactérias abaixo do esperado, para ambos inoculantes. Portanto,
evidenciou-se a necessidade de avaliar mais detalhadamente os fatores que podem
influenciar na viabilidade das bactérias, como a umidade, a temperatura e o tipo de

embalagem.

CONCLUSOES

As caracteristicas fisico-quimicas demonstram que o0 suporte inoculante
alternativo apresenta potencial de utilizacdo como veiculo inoculante, podendo ser uma
alternativa a turfa. Os suportes inoculantes avaliados conseguiram manter a sobrevivéncia
das bactérias na concentracdo de 108 células g por até 30 dias. O suporte inoculante
alternativo apresentou comportamento similar e/ou superior a turfa, em todos os
pardmetros avaliados. Torna-se necessario avaliar condi¢des de armazenamento, como o
teor de umidade, a embalagem e temperatura, fatores que tém influéncia direta na

sobrevivéncia das bactérias.
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