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ZAMBRANO, Freddy Eli Gavilanes. Cianobactérias na promocédo do crescimento e
produtividade do milho (Zea mays L.). 2017.121f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O nitrogénio (N) é considerado um dos nutrientes mais requeridos pela cultura do milho,
estando relacionado com a sua producdo, entretanto, sujeito a perdas no solo por
lixiviagdo, escoamento superficial e volatilizacdo, provocando prejuizos ambientais. A
aplicacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs), para o
incremento da producdo agricola é uma das alternativas mais importantes para
depender menos dos fertilizantes quimicos. As BPCPs estimulam a fixacdo bioldgica do
nitrogénio (FBN). Algumas espécies de cianobactérias tém essa capacidade além de
produzir horménios promotores de crescimento favorecendo as diferentes culturas. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de cianobactérias no
desenvolvimento e producao da cultura de milho. O trabalho foi dividido em trés artigos:
0 primeiro teve por objetivo avaliar a taxa de crescimento da Nostoc muscorum,
Anabaena sp., Anabaena cylindrica e Calothrix brevissima, em meio BG11 modificado, e
o efeito de suas inoculagbes em sementes de milho em camara de crescimento e em
casa de vegetacdo; As cianobactérias apresentaram crescimento diferenciado in vitro
em meio de cultura BG11 sem N suplementado com extrato de levedura, até o quinto
dia. Nostoc muscorum e Anabaena cylindrica, independente dos meios de cultura,
tiveram efeitos no desenvolvimento inicial de plantulas de milho na maioria das variaveis
avaliadas. As cianobactérias associadas com Azospirillum brasilense tem alto potencial
para favorecer a cultura do milho, pelo aumento da massa e volume radicular, assim
como o incremento da massa e area foliar, demonstrando que a coinoculagdo entre
Anabaena cylindrica e Azospirillum brasilense tem grande potencial para a cultura de
milho. O segundo experimento teve como objetivo avaliar o desenvolvimento e
desempenho produtivo do milho cultivado com diferentes doses de nitrogénio de
cobertura em resposta a inoculacdo com cianobactérias (Anabaena cylindrica e Nostoc
muscorum). As caracteristicas fitométricas e desempenho produtivo do milho ndo foram
alteradas pela interacao entre doses de N e inoculantes, demonstrando que as doses de
N nédo interferem na atuacdo das cianobactérias. A inoculacdo com Anabaena cylindrica
favoreceu o desenvolvimento e o desempenho produtivo do milho e resultou em
incremento na produtividade de gréos em 912 kg ha™ (20,46%) na safra 1 e de 1020 kg
hat (21,11%) na safra 2, em relacdo ao ndo inoculado. O terceiro experimento teve
como objetivo avaliar os efeitos da inoculacdo e coinoculacdo da cianobactéria
Anabaena cylindrica com Azospirillum brasilense no desenvolvimento e desempenho
produtivo de quatro hibridos de milho. A coinoculacdo de Anabaena cylindrica com
Azospirillum brasilense favoreceu o desenvolvimento e o desempenho produtivo dos
hibridos de milho, com incremento de 967 kg ha™ (9,37%) em Londrina e 1744 kg ha™
(23,1%) em Faxinal, em relagdo ao controle ndo inoculado. Em relacdo aos hibridos de
milho, estes apresentaram o mesmo comportamento, independentemente da inoculagéo
ou coinoculagdo com Azospirillum brasilense e Anabaena cylidrica, 0 que sugere que a
inoculagcédo ndo apresenta resposta especifica do genotipo de milho.

Palavras-chave:  Anabaena cylindrica. Nostoc muscorum. Calothrix brevissima.
Azospirillum brasilense. Bactérias diazotroficas. Fixagdo biologica
de Nitrogénio. Poaceae.



ZAMBRANO, Freddy Eli Gavilanes. Cyanobacteria in promoting the growth and
yield of maize (Zea mays L.). 2017. 121p. Thesis (Doctoral Degree in Agronomy) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Nitrogen (N) is considered one of the most required nutrient by the maize crop being
associated with its production, however, subject to losses in the soil by leaching, and
runoff volatilization, causing environmental damage. The application of plant growth
promoting bacteria (PGPB) to increase agricultural production is one of the most
important alternatives for relying less on chemical fertilizers. (PGPB) stimulate
biological nitrogen fixation (BNF). Some species of cyanobacteria have this ability in
addition to producing growth promoting hormones favoring different cultures. This
study aimed to evaluate the effects of cyanobacteria in the development and
production of the maize crop. The work was divided in three articles: the first one was
to evaluate the growth rate of Nostoc muscorum, Anabaena sp., Anabaena cylindrica
and Calothrix brevissima, in modified BG11 medium, and the effect of its inoculations
on maize seeds in growth and greenhouse; The cyanobacteria presented
differentiated growth in vitro in BG11 culture medium without N supplemented with
yeast extract, until the fifth day. Nostoc muscorum and Anabaena cylindrica,
independent of the culture media, had effects on the initial development of maize
seedlings in most of the evaluated variables. The cyanobacteria associated with
Azospirillum brasilense have a high potential to favor maize cultivation, by increasing
root mass and volume, as well as increasing mass and leaf area, demonstrating that
the co-inoculation between Anabaena cylindrica and Azospirillum brasilense has
great potential for cultivation of corn. The second article aimed to evaluate the
development and productive performance of maize cultivated with different doses of
cover nitrogen in response to inoculation with cyanobacteria (Anabaena cylindrica
and Nostoc muscorum). The phytometric characteristics and yield of maize were not
altered by the interaction between N doses and inoculants, demonstrating that N
doses do not interfere with cyanobacteria performance. The inoculation with
Anabaena cylindrica favored the development and productive performance of maize
and resulted in an increase in grain yield of 912 kg ha™ (20.46%) in crop 1 and 1020
kg ha™* (21.11%) in crop 2, in relation to the non-inoculated. The third article aimed to
evaluate the effects of inoculation and co-inoculation of the cyanobacterium
Anabaena cylindrica with Azospirillum brasilense on the development and productive
performance of four maize hybrids. The co-inoculation of Anabaena cylindrica with
Azospirillum brasilense favored the development and productive performance of
maize hybrids, with an increase of 967 kg ha™* (9.37%) in Londrina and 1744 kg ha™
(23.1%) in Faxinal, in relation to the control. Regarding the maize hybrids, they
showed the same behavior regardless of inoculation or co-inoculation with
Azospirillum brasilense and Anabaena cylidrica, which suggests that the inoculation
does not present a specific response of the maize genotype.

Key words: Anabaena cylindrica. Nostoc muscorum. Calothrix brevissima.
Azospirillum brasilense. Diazotrophic bacteria. Biological nitrogen
fixation. Poaceae.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais importantes do mundo e no
Brasil é a segunda cultura de maior importancia depois da soja, sendo utilizado o
seu grao principalmente como base alimentar da populacdo e componente basico
em racdes alimenticias de aves e suinos. Assim também, tem sido usado para a
fabricacdo do etanol para biocombustiveis.

Diversos fatores influenciam o desenvolvimento e desempenho produtivo do
milho, destacando-se as condi¢cfes edafoclimaticas, o material genético, 0 manejo
da cultura, e disponibilizacdo de macro e micronutrientes, dos quais o Nitrogénio (N)
€ 0 nutriente mais limitante. As fontes nitrogenadas mais empregadas séo a ureia e
o sulfato de aménio, provenientes de derivados do petrdleo, que acarretam danos
ambientais, sujeitos a perdas de nitrogénio por lixiviacdo, escoamento superficial,
volatilizacdo da amonia e desnitrificacéo, além de custos de producéo para a cultura.

Diferentes trabalhos estdo sendo realizados para diminuir o uso de
fertilizantes convencionais e torna-los sollveis e disponiveis para 0s vegetais,
sobressaindo a utilizacdo de microrganismos como as Bactérias Promotoras do
Crescimento de Plantas (BPCPs), uma das alternativas mais relevantes. Algumas
BPCPs, com capacidade de estimular o crescimento da parte aérea e radicular das
plantas, proporcionar tolerancia a estresses e controle biologico. Assim também,
algumas como as diazotréficas, promovem a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN),
que € um processo de reducdo do nitrogénio atmosférico (N2) a amoénio, sendo uma
opc¢ao apropriada sob os aspectos econdmicos e ambientais, reduzindo em grande
medida o uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos.

Atualmente estdo sendo comercializados inoculantes a partir de bactérias do
género Azospirillum, para poaceas como o milho e trigo, assim como rizébios para
fabaceas como soja e feijdo, incrementando a produtividade dessas culturas.

Alguns microrganismos procarioticos fotossintétizantes chamados de
cianobactérias, também tém a capacidade da promocao de crescimento vegetal por
ter compostos como as axinas, giberelinas e citocininas, além do mecanismo da
fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) por ser heterocistadas, podendo ser utilizados
em substituicao total ou parcial aos fertilizantes nitrogenados. Entretanto, sdo pouco
explorados para o0 uso como inoculante para as diferentes culturas.

Efeitos benéficos da associacao simbidtica entre a Azolla e cianobactéria do
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género Anabaena, em plantacbes de arroz, sdo reportados na literatura,
mencionando a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico, ajudando a enriquecer
fertilidade do solo e incrementando o rendimento da cultura.

Assim, mediante a inoculacdo, as cianobactérias tém potencial para
aumentar a produtividade do milho pela disponibilizacdo de nitrogénio e compostos
promotores de crescimento.

Esta pesquisa tem como objetivo geral avaliar os efeitos de cianobactérias
no desenvolvimento e producdo da cultura de milho, e como objetivos especificos:

- Avaliar a taxa de crescimento da Nostoc muscorum, Anabaena sp.,
Anabaena cylindrica e Calothrix brevissima, em meio BG11l modificado e a
inoculacdo destas em sementes de milho.

- Avaliar o desenvolvimento e desempenho produtivo do milho cultivado em
diferentes doses de nitrogénio de cobertura em resposta a inoculacdo com
cianobactérias (Anabaena cylindrica e Nostoc muscorum) em duas safras de cultivo.

- Avaliar os efeitos da inoculacao e coinoculacédo da cianobactéria Anabaena
cylindrica com Azospirillum brasilense no desenvolvimento e desempenho produtivo
de quatro hibridos de milho, em duas condicbes edafoclimaticas no estado do

Parana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) tem sido a cultura mais importante 0os povos
ancestrais (DRESSLER, 1953). Registros arqueologicos mostram uma domesticacao
na América Central ha cerca de 5800 anos A.E.C. e 3900 anos A.E.C. na América
do Sul, a partir de um segmento do gene que codifica a alcool Desidrogenase 2
(Adh2), amplificada e sequenciada extraido de espécimes arqueoldgicas e
contemporéaneas de milho, mostrando que havia uma diversidade nestes momentos
do passado (MANGELSDORF, 1974).

O pool genético do milho data de milhGes de anos, e de racas domésticas
originarias de varias populacdes selvagens ancestrais (GOLOUBINOFF et al., 1993). O
milho representa uma das principais espécies domesticadas usadas na agricultura
moderna, originada a partir de uma ou mais espécies do teosinte (Zea mays
parviglumis e Zea mays mexicana) (FREITAS, 2002).

Na classificacdo botanica, o milho pertence a ordem Poales, familia
Poaceae, tribo Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L. O carater monoico e a
sua morfologia caracteristica resultam da supressdo, condensacao e multiplicacado
de varias partes da anatomia basica das gramineas. Os aspectos vegetativos e
reprodutivos da planta podem ser modificados através da interacdo com os fatores
ambientais que afetam o controle da ontogenia do desenvolvimento. Como resultado
geral da selecdo natural e da domesticacdo obteve-se uma planta anual, robusta e
ereta, com um a quatro metros de altura, “construida” para a produgao de graos
(MAGALHAES, 2002).

A sua grande adaptabilidade, representada por variados genotipos, permite
0 seu cultivo desde o Equador até regides temperadas e desde o nivel do mar até
altitudes superiores a 3600 metros, encontrando-se, assim, em climas tropicais,
subtropicais e temperados (BARROS;CALADO, 2014).

O milho é cultivado em regifes cuja precipitacdo varia de 300 a 5.000 mm
anuais, sendo a quantidade de agua consumida durante o seu ciclo em torno de 600
mm (MAGALHAES;DURAES, 2006).

E uma planta anual, de crescimento determinado, com um extenso sistema

radicular fibroso, com folhas alternadas em ambos os lados do colmo, pubescentes
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na parte adaxial e glabrosas na parte abaxial. E uma espécie de polinizacéo
cruzada, com as flores separadas sobre as plantas, sendo estas do sexo feminino
(espiga) e masculino (pendéo). O gréo se desenvolve na espiga, cada espiga tem
cerca de 300 a 1000 gréos, pesando entre 190 e 300 g por 1000 gréos, em um
namero variavel de linhas (12 a 16); com metabolismo fotossintético C4
(BoLANOS;EDMEADES, 1993; KoLE, 2007).

2.1.1 Importancia da Cultura do Milho

O milho encontra-se entre as mais importantes culturas do mundo com
aproximadamente 960 milhdes de toneladas anuais. Estados Unidos, China, Brasil e
Argentina sdo os maiores produtores, representando 70% da producdo mundial
(PeixoTto, 2014). No Brasil € a segunda maior cultura produzida depois da soja,
cultivada em duas safras por ano.

Segundo o levantamento da CONAB (2017), no Brasil o total da area
consolidada plantada com milho atingiu 17.391,3 milhdes de hectares com producao
total de 96.026,2 milhdes de toneladas, com produtividade variavel nos diferentes
Estados e regides.

No Brasil, esse gréo é significativo no dominio econdmico e social, sendo
usado na alimentagdo humana e animal, além de servir como matéria prima
diversificada para diferentes processos industriais (SANTOS et al., 2015).

O milho tem assumido importante papel socioeconémico no Brasil,
colocando-se em posicdo de relevancia no que se refere ao valor da producao
agropecuaria, area plantada e volume produzido, em especial nas regibes Sul,

Sudeste e Centro-Oeste (SEVERINO et al., 2006).

2.1.2 Melhoramento Genético da Cultura do Milho

A diversidade genética existente no milho permite o seu cultivo nos mais
diversos ambientes, cresce a latitude 58° N no Canadé e na ex-Unido Soviética até
latitude 40° S no hemisfério sul. Também é cultivado em regides abaixo do nivel do
mar, na planicie do mar Caspio e em altitudes de mais de 4000 m nos Andes
Peruanos. E uma espécie diploide com um nimero de cromossomas de 2n=2x =20,

e tem um tamanho de genoma moderado de cerca 2400 Mb (KoLE, 2007).
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O germoplasma de milho € constituido por racas crioulas (locais), populares
adaptadas e materiais exéticos introduzidos, sendo caracterizado por uma ampla
variabilidade genética. De maneira geral, as populacbes crioulas sdo menos
produtivas que o0s gendétipos comerciais. Entretanto, essas populacdes séao
importantes por constituirem fonte de variabilidade genética que pode ser explorada
na busca por genes tolerantes e/ou resistentes a fatores bidticos e abidticos
(ARAUJO;NASS, 2002).

O desenvolvimento do milho hibrido ocurreu a partir da visdo de Darwin
sobre a fertilizacdo cruzada aumentando o vigor. Os principios de Darwin de selecéo
natural e artificial para adaptacdo durante o crescimento de milho de polinizacéo
aberta no cinturdo do milho (Corn Belt) nos Estados Unidos, seguido do objetivo das
empresas de sementes hibridas de fornecer hibridos mais amplamente adaptados
(mais resistentes a intempéries, mais estaveis), explica a preeminéncia (cerca de
73%) do milho dentado também conhecido como milho amarelo (Reid Yellow Dent),
nos EUA (TROYER, 2006; 2009).

A importancia dos programas de melhoramento genético no
desenvolvimento dos hibridos simples, de ciclo curto, alteraram o ideotipo dos
cultivares de milho, produzindo uma planta de arquitetura mais compacta, melhor
adaptada ao adensamento e mais eficiente em converter a fitomassa produzida a
producao de graos (SANGOI, 2010).

A diminuicdo da altura de plantas e da insercao de espigas, do tamanho do
pendao, do niamero de folhas, da area foliar, bem como o aumento da uniformidade
morfolégica e fenoldgica, da forca de dreno da espiga, da sincronia entre
antese/espigamento e do indice da colheita, sdo caracteristicas que contribuiram
para a maior eficiéncia dos hibridos contemporaneos no aproveitamento de agua,
luz e nutrientes, principalmente em ambientes de alta competicdo intra-especifica
(SanGol, 2010).

As plantas transgénicas sdo produtos obtidos a partir da modificacdo
genética ou transformacdo de plantas, cuja criacdo envolve a inser¢cdo de DNA no
genoma em uma ou mais sequéncias de pares de nucleotideos, geralmente isoladas
de uma ou mais espécies, para garantir a expressao génica de um ou mais genes de
interesse (LERAYER et al., 2006).

Os transgénicos derivam de cultivares convencionais por métodos de

reproducdo classicos e sdo conhecidos como hibridos isogénicos. Desta forma,
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teoricamente, os hibridos isogénicos ndo devem apresentar diferencas na sua
composicao genética devido a tecnologia de DNA recombinante usada para cria-los,
exceto o inserto de DNA transformante. Contudo, os eventos dos transgénicos
podem interferir na adaptabilidade e estabilidade desses materiais (PRADO et al.,
2016).

Plantas geneticamente modificadas desenvolvidas para resistir ao ataque de
insetos-praga podem, potencialmente, reduzir impactos negativos da agricultura ao
ambiente em virtude da reducdo do uso de inseticidas quimicos na cultura, com
consequentes beneficios, como reducdo de poluicdo por residuos téxicos no
ambiente (solo, agua e alimentos ou matéria-prima), e aumento da seguranca do
trabalhador e possivelmente do controle biolégico natural (MENDES et al., 2011).

O milho transgénico com o gene do Bt, recebeu genes especificos da
bactéria Bacillus thuringiensis que promovem na planta a producdo de uma proteina
toxica especifica para determinados grupos de insetos. Entre os que estdo sendo
comercializados, destacam-se 0s que expressam as toxinas Cry 1A(b) e Cry 1F, com
atividade sobre os lepidopteros, e o Cry3Bb1, para o controle de coleépteros (larvas
de Diabrotica spp.) e mais recente o CrylA.105 e Cry2Ab2, que representa uma
segunda geracdo de milho transgénico resistente a insetos, pois produz
simultaneamente duas proteinas derivadas do Bacillus thuringiensis, ativas contra
lagartas-praga (LOGUERCIO et al., 2002; WAQuIL et al., 2010).

A caracteristica de tolerancia ao glyphosate de hibridos de milho RR®
(Roundup Ready®) possibilita que esse Unico herbicida seja utilizado com
seletividade a cultura, mas de forma contréria, impossibilita o controle com esse
herbicida de altas popula¢des do proprio milho RR®, sdo plantas voluntarias (GOES
MACIEL et al., 2013).

Conforme Pereira Filho;Borghi (2016), estdo disponiveis na safra 2016/17
para os produtores brasileiros 315 genoétipos de milho, dos quais 214 materiais
apresentam alguma tecnologia transgénica para o controle de pragas e/ou
resisténcia ao glifosato. Este numero de cultivares com eventos transgénicos
representa 67,93% das cultivares que fizeram parte do mercado de milho para esta
safra. Destes, 103 apresentam as tecnologias VT PRO (47 gendtipos), VT PRO2 (32
genotipos) e VT PRO3 (24 gendtipos). Os 101 gendtipos que completam o
levantamento ndo apresentam nenhuma tecnologia transgénica (convencionais) e

representam 32,06% em relagdo ao total de materiais disponiveis. Desses materiais
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sdo 67,61% hibridos simples, 16,82% hibridos triplos, 6,03% hibridos duplos, 5,07%
variedades, 3,17% hibridos simples modificados e 0,63% sé&o hibridos triplos

modificados entre 315 materiais relacionados.

2.1.3 Fenologia da Cultura do Milho

Todas as plantas de milho seguem um mesmo padrdo de desenvolvimento.
Entretanto, o intervalo entre os estadios e o numero total de folhas desenvolvidas
pode variar entre genotipos, ano agricola, data de plantio e local. Os estadios
vegetativos e reprodutivos da planta de milho (Figura 1) sdo: na Fase vegetativa (V),
a partir da emergéncia (Vg), Vi, V2, V3 até V,; em que (n) representa a ultima folha
emitida antes do pendoamento (Vr). Todas as folhas e espigas que a planta
eventualmente ira produzir sdo formadas no V3. Pode-se dizer, portanto, que o
estabelecimento do nimero maximo de gréos, ou a definicdo da producao potencial,
estdo sendo definidos nesse estadio (MAGALHAES;DURAES, 2006).

No estadio V5 (cinco folhas completamente desenvolvidas), tanto a iniciacao
das folhas como das espigas esta completa e a iniciacdo do pendao ja pode ser
vista microscopicamente, na extremidade de formacdo do caule, logo abaixo da
superficie do solo. O estadio Vr inicia-se quando o ultimo ramo do penddo esta
completamente visivel. Durante esta fase, cada estadio é definido de acordo com a
formacdo visivel do colar na insercdo da bainha da folha com o colmo. Assim, a
primeira folha de cima para baixo, com o colar visivel, é considerada completamente
desenvolvida, sendo contada como tal. A fase reprodutiva (R), tem inicio com o
florescimento (R1), compreendendo a visualizacdo dos estilos - estigmas fora das
bracteas. Os estadios posteriores sdo o de grao leitoso (R2) de 10 a 14 dias apés o
florescimento, grdo pastoso (R3) de 18 a 22 dias apdés o florescimento, gréo
farinaceo (R,) de 24 a 28 dias apos o florescimento, grao farindceo duro (Rs) de 35 a
42 dias apos o florescimento e a maturidade fisiologica (Rg) de 55 a 65 dias apos o

florescimento (MAGALHAES;DURAES, 2006).
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Figura 2.1 — Fases de desenvolvimento da cultura do milho (WEISMANN, 2008).

2.1.4 Fatores Ambientais que Afetam a Cultura do Milho

Altos rendimentos de gréos de milho resultam do sucesso em se utilizar os
fatores do ambiente com maxima eficiéncia, minimizando as causas adversas ao
desenvolvimento das culturas. Esta complexa equagdo € dependente,
principalmente, de trés elementos meteoroldgicos: radiacdo solar, temperatura do ar
e disponibilidade hidrica. A obtencédo de elevado rendimento de grdos passa pela
andlise de cada um destes elementos, que interagem entre si (RODRIGUES et al.,
2011).

A interceptacdo da radiacdo fotossinteticamente ativa pelas plantas exerce
grande influéncia sobre a sua performance quando outros fatores ambientais sao
favoraveis. Nos ecossistemas natural e cultivado, a atividade fotossintética das
plantas resulta na conversdo da energia solar em energia quimica, a qual é
essencial para a producao vegetal, sendo a cultura do milho muito demandante da
energia luminosa (ARGENTA;SANGOI, 2001).

O milho pertence ao grupo de plantas com metabolismo fotossintético do tipo
Ca, que se caracteriza pelo elevado potencial produtivo. Entre as plantas C4, 0 milho

estd no grupo de espécies com maior eficiéncia de uso da radiacdo solar ou
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eficiéncia quantica, com valor médio entre 64,5 a 69 mmol mol™?, enquanto outras
espécies C, apresentam valores em torno de 52,6 a 60,4 mmol mol™” (BERGAMASCHI
et al., 2004).

O milho responde muito bem a alta temperatura, desde que haja suficiente
umidade de solo (a indicacdo do inicio da semeadura € quando o solo esta com
temperatura =2 16°C) (GALON et al., 2011).

A disponibilidade hidrica é o fator que mais frequentemente limita a obtencao
de elevado rendimento de graos. O consumo diario de agua durante o ciclo da
cultura varia de 2 a 7 mm, dependendo do estadio e da demanda atmosférica. A
maior exigéncia ocorre durante o pendoamento e espigamento (em torno de 7

mm/dia), quando a planta tem a maior area foliar (WESTGATE, 1994).

2.1.5 Sistema de Producéo do Milho

O milho é uma planta de ciclo vegetativo variado, evidenciando desde
cultivares extremamente precoces, cuja polinizacdo pode ocorrer 30 dias apos a
emergéncia, até mesmo aqueles cujo ciclo vital pode alcancar 300 dias. Nas
condicOes brasileiras, a cultura do milho apresenta ciclo que varia de 110 a 180 dias
de acordo com a classificacdo dos materiais em superprecoce, precoce ou normal,
periodo compreendido entre a emergéncia e a maturacdo (MEINICKE NASCIMENTO et
al., 2011).

No Brasil sdo considerados dois periodos para o cultivo de milho, sendo
estes a safra e a safrinha (também denominada segunda safra). Na safra o milho é
semeado de julho a janeiro e o milho safrinha, refere-se ao cultivo extemporaneo do
milho, com a semeadura sendo realizada entre os meses de janeiro a abril. A época
ideal depende dos fatores ambientais e edaficos do local do plantio, sendo
necessario seguir o calendéario agricola de cada regido (FORNASIERI FILHO, 2007).

Magalhdes (2002) menciona a produtividade da cultura do milho é o
resultado da capacidade de assimilacdo da planta, do periodo disponivel para a
assimilacao e das influéncias favoraveis e prejudiciais dos fatores ambientais, como:
CO,, luz, temperatura, aparato foliar, nutrientes, condi¢cdes hidricas, pragas e
doencas, grdos polinizados e desenvolvidos, quantidade de fotoassimilados
disponiveis (fotossintese), etc.

A profundidade de semeadura do milho estd condicionada aos fatores
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temperatura do solo, umidade e tipo de solo. A semente deve ser colocada em uma
profundidade que possibilite um bom contato com a umidade do solo. Em solos
pesados, as sementes devem ser colocadas entre 3 e 5 cm de profundidade. Ja em
solos mais leves ou arenosos, as sementes podem ser colocadas mais profundas,
entre 5 e 7 cm de profundidade, para se beneficiarem da maior umidade do solo
(Cruz et al., 2010).

Para cada sistema de producgdo, existe uma populacdo que maximiza o
rendimento de grdos. A populagcdo recomendada para maximizar o rendimento de
gréos de milho varia de 40.000 a 80.000 plantas ha™, dependendo da disponibilidade
hidrica, da fertilidade do solo, do ciclo do material, da época de semeadura e do
espacamento entre linhas. A densidade afeta as caracteristicas do rendimento de
grdos, indice e tamanho de espigas, diminuicdo do diametro do colmo,
susceptibilidade ao acamamento e doencas (CRruz et al., 2010).

Demétrio et al. (2008) determinaram que o melhor arranjo de plantas para
hibridos de alto potencial € de 0,40 m de espacamento entre linhas e de 75 mil e 80

mil plantas por hectare de densidade populacional.

2.1.6 O Nitrogénio na Cultura de Milho

O nitrogénio (N) encontra-se no solo principalmente na forma organica
(aproximadamente 98%). A outra pequena parte encontra-se em formas minerais de
amonio, nitrato e nitrito. A mineralizacdo é a transformacao bioldgica do N organico
em N inorganico, executada pelos microrganismos heterotréficos do solo. A
imobilizacdo refere-se ao processo inverso, ou seja, € a transformacdo do N
inorganico em organico. Os microrganismos do solo assimilam as formas
inorganicas de N para formar os constituintes organicos de suas células. Os
compostos sintetizados pelos microrganismos podem ser mineralizados e tornar-se
disponiveis para as plantas (ALFAIA, 2006).

As fontes nitrogenadas mais empregadas para o milho sdo a ureia e o
sulfato de amoénio. Ambas estdo sujeitas a perdas de N (ALvA et al.,, 2006). O N
assimilado pelos vegetais pode, em parte, perder-se tanto pelas raizes, por
exsudacdo, como pela parte aérea, por volatilizacdo, principalmente na forma de

amonia, por lixiviagdo de compostos soluveis na agua das chuvas, ou mesmo por
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gutacdo, o que acarreta subestimativas no uso de fertilizantes feitas na maturidade
(TRIVELIN et al., 2002).

Dos nutrientes minerais, o nitrogénio € o mais caro, 0 que consome mais
energia para o processo de fabricacdo e potencialmente € o mais poluente, sendo
geralmente o mais limitante a producéo vegetal (FRANCO et al., 1999).

Os fertilizantes nitrogenados sintéticos sdo fabricados a partir da amonia
anidra. As atuais fabricas de amonia para fins fertilizantes no Brasil utilizam gas
natural, gas de refinaria ou residuo asfaltico como matéria prima. Portanto, a amonia
€ o principal insumo para a obtencao dos fertilizantes nitrogenados, e suas unidades
produtivas geralmente sao instaladas perto das refinarias petroquimicas (CELLA;DE
LiMA Rossi, 2010).

Apés o hidrogénio (H) e o carbono (C), o N é o elemento necesséario em
maiores quantidades pelas plantas: cerca de 1-5% da matéria seca total da planta é
constituida por N (HAWKESFORD et al., 2012).

O N possui papel fundamental no metabolismo vegetal, por participar,
diretamente, na biossintese de proteinas e clorofila (ANDRADE et al., 2003), sendo
um nutriente requerido em grande quantidade pelo milho (AMADO et al., 2000), com
influéncia em vérias caracteristicas que determinam a producao final (OHLAND et al.,
2005). Pode ser aplicado ao solo por diferentes métodos. Os mais usados na cultura
de milho sdo a aplicacdo a lanco na superficie do solo, incorporacdo em linhas e
aplicacao via agua de irrigacédo (fertirrigacdo) (WIETHOLTER, 2004; COELHO, 2007).

A absorcao de N pelo milho é intensa no periodo que vai dos 40 dias apés a
semeadura (elongagédo, estadio V6-folhas) até o florescimento masculino (emisséo
do pendéo), quando a planta absorve mais de 70 % da sua necessidade total
(CoELHO, 2007).

O nutriente requerido em maior quantidade pelas gramineas é o N e, por
isso, em muitas situacdes, é suprido insuficientemente. Em anos em que as
condicOes climaticas séo favoraveis a cultura do milho, a quantidade de N requerida
para otimizar a produtividade de grdos pode alcancar valores superiores a 150 kg
ha™*. Quantidade tdo elevada dificilmente sera suprida somente pelo solo, havendo
necessidade de usar outras fontes suplementares deste nutriente. Dentre estas,
destaca-se a utilizacao, isolada ou combinada, de adubos minerais, leguminosas e

estercos (AMADO et al., 2002).
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Segundo Raij (1996), a dose de 120 kg ha™ de N é a recomendada para
producdo estimada de 8.000 a 10.000 kg ha™ em solos que permitam & planta alta
resposta ao N. Semelhantemente, Cruz et al. (2008) concluiram que a utilizacao de
120 kg ha™* de N permite ao agricultor retorno econémico da adubacéo nitrogenada,

sendo os hibridos mais responsivos que as variedades.
2.2  FIXACAO BIoLOGICA DE NITROGENIO

Fixacado biolégica de nitrogénio (FBN) € a reducado catalisada pela enzima
nitrogenase de N, para NHs, NH;", que posteriormente é convertido em nitrogénio
organico (JAFFE, 1992).

A FBN é realizada por representantes de diversos grupos filogenéticos
bacterianos, que sdo denominados diazotroficos. Estas bactérias podem viver livres
em diversos ecossistemas, estabelecer simbioses ou estar associadas as plantas,
sendo neste Ultimo caso denominadas de diazotroficas associativas (SouzAa MOREIRA
et al., 2010).

As caracteristicas benéficas destas bactérias podem se resumir em:
capacidade de penetrar a raiz das plantas, antagonismo a agentes patogénicos,
associacdo com varias gramineas e com ndo gramineas (morango, tabaco, café e
outras), producdo de hormdnios promotores de crescimento. Atuam nao sO pelo
fornecimento de N, mas também por outros mecanismos como producdo de
fitormonios, solubilizacdo de fosfatos e nas plantas com menor sensibilidade as
variacbes de temperatura e ocorréncia em todos os tipos de solo e clima (ArRAUJO,
2008).

No Brasil, os estudos sobre a fixacdo bioldégica de nitrogénio comecaram
com leguminosas nos anos 1950, sendo conhecido que nos ultimos anos a utilizagéo
de inoculantes com Bradyrhizobium na cultura da soja proporcionou para o Brasil
uma grande economia em fertilizantes nitrogenados. De fato, a soja brasileira tornou-
se altamente competitiva no mercado mundial por ndo depender da aplicacédo de
fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA et al., 2005).

A FBN é a melhor fonte de nitrogénio em todos 0s organismos vivos, na
auséncia ou presenca de fertilizantes industriais. Isso pode ser feito por uma

variedade de bactérias e cianobactérias, nas que também podem ser de vida livre.
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Uma limitante da FBN é que um processo redutivo, altamente sensivel a
presenca de O,, e assim apenas 0S organismos que vivem em ambientes
anaerdbicos ou que podem fornecer um ambiente microaerofilico irdo fixar o
nitrogénio nos ecossistemas terrestres. As plantas sdo frequentemente limitadas de
nitrogénio, de modo que, do ponto de vista agricola, compreender a fixacdo de
nitrogénio € importante para otimizar a producdo de alimentos por rendimento dos
cultivos (JAFFE, 1992).

As bactérias capazes de fixar biologicamente o N, possuem uma enzima
chamada dinitrogenase, capaz de romper a tripla ligacdo do N, atmosférico e
provocar a sua reducdo até amoénia (NHs3). As bactérias se associam a diversas
plantas em diferentes graus de especificidade levando a classificagdo como
bactérias associativas, endofiticas ou simbidticas. No caso da soja, bactérias que
pertencem ao género Bradyrhizobium se associam simbioticamente as plantas,
formando estruturas especializadas nas raizes da soja, chamadas nédulos, nos
quais ocorre o processo de fixacdo bioldgica. Ainda nos ndédulos, a aménia
sintetizada s&o incorporados ions hidrogénio (H"), abundantes nas células das
bactérias, levando a transformacdo de ions amonio (NH;") que serdo distribuidos
para a planta hospedeira e incorporados em diversas formas de N organico, como 0s
ureidos, aminoacidos e amidas (HUNGRIA et al., 2001).

A atividade da nitrogenase por bactérias tem sido observada na rizosfera de
arroz, milho e diferentes gramineas tropicais, demostrando que € diferente a
resposta na absorcado para cada espécie de plantas (DOMMERGUES et al., 1973).

No caso das bactérias endofiticas (ex.: Herbaspirillum seropedicae,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Klebsiella spp., Azoarcus spp.) ou associativas
(ex.: Azospirillum spp., Azotobacter spp.), 0 mesmo complexo da dinitrogenase
realiza a conversdo do N, da atmosfera em aménia. Contudo, ao contrario das
bactérias simbidticas, bactérias associativas excretam somente uma parte do
nitrogénio fixado diretamente para a planta associada; posteriormente, a
mineralizacdo das bactérias pode contribuir com aportes adicionais de nitrogénio

para as plantas (HUNGRIA, 2011).

2.2.1 Inoculantes

Os inoculantes de microrganismos podem ser definidos como formulagcdes
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contendo uma ou mais estirpes de microrganismos benéficos (ou espécies)
preparadas com um material de suporte facil de usar e econbmico com acao
benéfica para o desenvolvimento das plantas (MALUSA et al., 2012).

Um inoculante deve conter um meio de cultura especifico para as diferentes
cepas bacterianas e o0 crescimento deve ocorrer na temperatura Otima de
crescimento bacteriano (25- 35°C), sob agitacdo, até que a cultura atinja a fase
exponencial de crescimento (DOBEREINER et al., 1995).

Desde a introducao da inoculacao artificial, a pratica de aplicar inoculante as
sementes tem sido o método mais comum. Quando aplicado corretamente, este
método garante que cada semente receba a bactéria introduzida. As desvantagens
incluem uma limitacdo da quantidade que pode aderir as superficies das sementes,
contato direto com qualquer produto quimico aplicado na semente, 0 movimento do
inoculante para longe da zona da raiz nodulante, pouca protecdo contra a
dessecacao na semente antes do plantio e exposicao a estresses ambientais apds o
plantio. O uso de um adesivo melhora a aderéncia do inoculante a semente. Os
inoculantes aplicados no solo tém as vantagens de ser utilizadas maiores doses do
produto (e, portanto, mais in6culo por unidade de area) sendo minimizado o contato
direto com sementes tratadas quimicamente (SMITH, 1992).

Os paises diferem em suas politicas sobre recomendacdo de cepas de
microrganismos ou Inoculantes comerciais. Em paises como os Estados Unidos,
cada empresa determina quais microrganismos serdo usados em seus produtos. Em
outros paises, pertencentes ao Mercosul, inoculantes comerciais devem conter as

cepas recomendadas pelo comité de rizobiologistas (HUNGRIA et al., 2005).

2.2.2 Inoculantes na Cultura do Milho

O milho pode ser colonizado por bactérias diazotréficas capazes de reduzir o
N atmosférico a aménio em condicdes naturais, apresentando respostas
significativas ao ser inoculado com Azospirillum, contribuindo ao aumento de areas
de superficie da raiz (FALLIK et al., 1988; SANTOS et al., 2015).

A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) tem sido usado amplamente como inoculante
comercial no Brasil (Fukami et al., 2017), especialmente para as culturas de nao
leguminosas como milho e trigo (HUNGRIA et al., 2010; MARKS et al., 2015; FukAmI et
al., 2016).
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Hungria et al. (2010) e Longhini et al. (2016) destacam os beneficios da
inoculagcdo na cultura do milho com A. brasilense, mostrando o aumento do
conteudo de alguns nutrientes nas folhas, como N, P e K, diminuindo a necessidade
de fertilizantes quimicos e verificaram que o0s componentes responsaveis pelo
estimulo do crescimento de raizes por A. brasilense eram o acido indol-acético (AlA),
giberelinas e citocininas.

Dorr De Quadros et al. (2014) em estudo realizado no desempenho
agronémico a campo de hibridos de milho inoculados com Azospirillum, encontraram
que as bactérias inoculadas permaneceram em quantidade viavel nas raizes até o
final do ciclo do milho, demonstrando sobrevivéncia pds inoculacdo. Para algumas
caracteristicas agrondémicas, a resposta do milho a inoculagdo depende do gendtipo
testado.

Diaz-Zorita et al. (2015) encontraram varios estudos de campo,
principalmente na América Latina e na Asia, que mostraram o aumento de
produtividade de culturas inoculadas com Azospirillum sp. principalmente em
cereais. Revisaram 47 artigos descrevendo 347 casos de respostas de aumento de
producao de graos para a aplicacédo de diversos inoculantes com Azospirillum sp. em
12 paises. A maioria dos estudos foram realizadas em culturas de cereais (86,7%),
principalmente milho. Entre todas as culturas relatadas, a resposta média de
produtividade a inoculagdo com Azospirillum sp. foi de 10,0%, com maiores
rendimentos em cereais de inverno (14,0%) do que em cereais de verao (9,5%) ou
leguminosas (6,6%).

Hungria et al. (2010), com o uso de produtos inoculantes a base de
Azospirillum spp., observaram aumento na produtividade de grdos de milho. Hungria
(2011) menciona que os inoculantes sdo preparados para ter uma concentracao
minima de 10° células de Azospirilum g™ de inoculante turfoso ou mL™ de
inoculante liquido. O inoculante turfoso é aplicado na dose de 250 g para 50 kg™ de
sementes, e adicionando 300 mL 50 kg™ de semente de uma solucéo acucarada a
10% (p/v) para aumentar a adesédo do inoculante turfoso nas sementes, estimando
um ndmero de 300.000 células semente™ para o milho. No inoculante liquido, a dose
aplicada é de 100 mL 20 kg™ de milho, a estimativa teérica do nimero de células
por semente é de 270.000 células semente™.

Aplicando uma dose de N de 200 kg ha™® na forma de ureia, associada a

inoculagdo com A. brasilense, ha aumento do rendimento de grdos de milho, mas o
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maior retorno econémico é obtido com N aplicado a 100 kg ha™ com ureia e
inoculacdo, que pode garantir a rentabilidade da producdo de milho irrigado no
Cerrado (GALINDO et al., 2017). Em pesquisa efetuada também no Cerrado por
Kaneko et al. (2016), concluiram que a inoculagdo com A. brasilense mostrou-se, de
modo geral, viavel economicamente no cultivo do milho “primeira safra” com ureia na
cobertura (90 e 135 kg N ha™). A determinacdo da adubacdo nitrogenada em
cobertura deve também estar ligada principalmente as exigéncias nutricionais da
cultura e as propriedades quimicas do solo, para que ndo haja esgotamento do N
disponivel, o que acarretaria maiores quantidades a serem fornecidas as culturas
nas safras posteriores.

A viabilidade de A. brasilense foi estudada em dois solos artificiais (BASHAN
et al., 1995). A. brasilense demostrou ser um colonizador da rizosfera que sobrevive
mal na maioria dos solos por longos periodos de tempo; que fora da rizosfera.
Fatores abioticos do solo como: porcentagens de argila, nitrogénio, matéria organica,
CaCOg, areia fina e aspera e retencdo de 4gua, percolacdo ou remoc¢ao, controlam a

sobrevivéncia desta bactéria.

2.3 CIANOBACTERIAS

As cianobactérias (algas verde-azuladas) sao procariontes oxigénicos
fotossintetizantes Gram-negativos com uma longa histéria evolutiva, sendo
provavelmente os organismos fotossintetizantes mais primitivos encontrados na terra
e nas regides polares e alpinas, onde sdo grandes produtores primarios, na cadeia
alimentar, captadores de carbono e participam do ciclo de nitrogénio (MARGESIN et
al., 2008).

S&o espécies que variam unicelularmente, tipos coloniais e filamentosas e
morfologicamente se assemelham a alguns fosseis que ocorreram 1-3 bilhdo anos
atrds (STEwART, 1971; GupTA et al.,, 2013). Possuem dois tipos de células
especializadas chamadas de heterocistos e acinetos. Os heterocistos protegem a
enzima nitrogenase do oxigénio, catalizando a conversdo do N; em amonia,
tornando o N disponivel e se desenvolvem a partir de células vegetativas. Os
acinetos sdo células resistentes a condicdes ambientais desfavoraveis. Sua funcao
pode ser comparada a de esporos de bactérias e o seu protoplasma acumula grande

quantidade de reserva de nutrientes (FLEMING;HASELKORN, 1973). A sua reproducao
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€ assexuada e ocorre ou por divisdo da célula, fracionamento de coldnias, formacao
de hormogobnias ou acinetos (BARSANTI;GUALTIERI, 2014).

As cianobactérias tém atraido o interesse para a producdo de energia
sustentavel. Por se tratarem de organismos fotoautotréficas aquaticas, elas podem
ser produzidas em terras ndo araveis e ndo competem por terras para producéo de
alimentos. Seus ricos recursos genéticos oferecem meios como condutor de vias
metabdlicas para a sintese de base biolégica valiosa para varios produtos
(ROSGAARD et al., 2012).

As cianobactérias podem ser utilizadas como alimentos, racoes,
combustiveis, fertilizantes, corantes, producdo de varios metabdlitos, incluindo
vitaminas, enzimas, medicamentos e sondas farmacolédgicas, aumentando os seus
usos dia a dia. O solo é o habitat de algumas espécies de cianobactérias terrestres
que sdo benéficas para a fertilidade do solo, fixando nitrogénio atmosférico (N),
ajudando na estruturagcdo do solo, a manter a umidade e evitando a erosao
(SHARIATMADARI et al., 2013).

Na agricultura, existe potencial do uso da sua biomassa como condicionador
do solo e/ou fertilizante. Além disso, existe o efeito ainda pouco estudado sobre o
crescimento de plantas, que pode ocorrer decorrente de substancias que estimulam
este crescimento ou até mesmo a FBN. Explorar esses potenciais abre
possibilidades de estudos relacionados a inoculacdo de cianobactérias com
capacidade de fornecer nitrogénio para culturas de interesse econdémico, como
plantas das familias Poaceae (gramineas), como trigo (Triticum sativum) e milho
(Zea mays L.), e Fabaceae (leguminosas), como amendoim (Arachis hypogaea L.),
feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e soja (Glycine max L.), ou ainda, a coinoculacao das
mesmas com outras bactérias fixadoras de N, para aumentar o suprimento desse

nutriente as plantas (ANDRADE;CoLOzzI FILHO, 2014).

2.3.1 Taxonomia de Cianobactérias

A taxonomia das cianobactérias é desenvolvida na botanica porque sao
organismos morfologicamente visiveis, com aspecto similar as algas e
tradicionalmente foram identificados como tais. Por conseguinte, a sua nhomenclatura
foi coberta pelas disposi¢coes do codigo botanico da nomenclatura, atualmente o

Cddigo Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e plantas, ICN, (incluindo
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versdes anteriores, conhecido como Codigo Internacional de Nomenclatura
Botanica, ICBN) (OREN;VENTURA, 2017).

Em tamanho, as cianobactérias variam de células subsféricas com menos de
1um de diametro para tricomas com mais de 100 um de diametro. Algumas espécies
sdo capazes de diferenciar por varios tipos de células, e as formas que combinam
esses varios tipos de células com varios padrées de ramificacdo sao
morfologicamente as procariotas mais complexas conhecidas (WHITTON, 1992).

Em vista da diversidade morfolégica das cianobactérias, uma questao 6bvia
€ a medida em que isso é acompanhado pela diversidade fisioldgica, bioquimica e
molecular. A maioria dos estudos experimentais se concentrou em um numero
limitado de géneros e espécies, e relativamente poucos estudos estabeleceram
deliberadamente para investigar a diversidade nesses outros niveis organizacionais.
Enquanto a maioria dos fisiologistas e bioquimicos percebem esse problema em
teoria, na pratica, aparecem frequentemente na literatura que ndo levam em conta

0s organismos menos estudados (WHITTON, 1992).

2.3.1.1 Nostoc muscorum

Nostoc é um género de cianobactérias da ordem Nostocales e familia
Nostocaceae, que podem formar colbnias macroscopicas ou microscopicas e é
comum nos habitats terrestres e aquaticos. Grande parte do sucesso do Nostoc em
habitats terrestres esta relacionado a sua capacidade de permanecer dessecada por
meses ou anos e recuperar completamente a atividade metabdlica dentro de horas a
dias apOs a reidratacdo. Nostoc também pode suportar ciclos repetidos de
congelamento e descongelamento e, portanto, € um componente importante de habitats
terrestres extremos no Artico e Antartico. A capacidade de fixar N atmosférico pode
proporcionar uma vantagem em ambientes pobres em nitrogénio (Dopps et al., 1995).

Nostoc muscorum € um microrganismo de vida livre com células
filamentosas, Gram-negativas (ALLISON et al., 1937). A diferenciagédo de 5-10% das
células é observada quando os filamentos sao transferidos a partir de um recipiente
de meio contendo NH4Cl ou Ca(NO3), a um meio isento de N. As células
diferenciadas, chamadas heterocistos, podem ser observadas em intervalos
regulares ao longo do comprimento do filamento 24 horas ap6s a transferéncia

(FLEMING;HASELKORN, 1973).


https://es.wikipedia.org/wiki/Nostocaceae
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O ambiente ideal para N. muscorum € um pH na faixa de 7,0 a 8,5, com um
limite inferior de pH de 5,7. Cresce melhor quando a intensidade da luz € menor do
que a luz solar direta, mas pode continuar a crescer e fixar nitrogénio na presenga

de glicose e auséncia de luz solar (ALLISON et al., 1937).

-
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Figura 2.2 — Cianobactéria Nostoc muscorum (https://utex.org/products/utex-2209).

2.3.1.2 Anabaena

Anabaena é um género de cianobactérias da ordem Nostocales e familia
Nostocaceae, fotoautotréficas de reproducdo assexuada, comumente encontradas
em agua doce, formadoras de heterocistos e realizam fotossintese oxigénica.
Anabaena cresce em filamentos longos de células vegetativas (STARR et al., 2013).

Algumas cianobactérias do género Anabaena sao produtoras de pigmentos
de interesse comercial, biofertilizantes e polissacarideos (LORETO et al., 2003).

Anabaena cylindrica, além de contribuir na FBN, tem atividade na
solubilidade do ferro por produzir sideréforos (ITou et al., 2001). Outro uso muito
importante € para biocombustiveis como a producdo de hidrogénio
(BENEMANN;WEARE, 1974) e biomassa para biodiesel (PATEL et al., 2017).

A diferenciacdo celular em Anabaena cylindrica € acompanhada de
alteracOes caracteristicas na composicao de pigmentos de heterocistos e esporos
(FAY, 1969).


https://es.wikipedia.org/wiki/Nostocaceae
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Figura 2.3 — Cianobactéria Anabaena cylindrica (https://utex.org/products/utex-b-
0629).

2.3.1.3 Calothrix brevissima

Calothrix brevissima, da orden Nostocales e familia Rivulariaceae, € uma
cianobactéria filamentosa, com até 60 ym de comprimento. As suas células
possuem de 4-5 ym de largura, estritamente constrangidas nas paredes cruzadas. A
sua cor é verde oliva, com célula apical arredondada e heterocisto basal hemisférico
a esférico (FONSECA;RODRIGUES, 2005; BARSANTI;GUALTIERI, 2014).

Quando cultivada em meio sem nitrogénio, Calothrix brevissima West forma
um heterocisto basal seguido de um filamento de células de tamanho decrescente.
Num meio com nitrato, a alga ndo forma heterocistos, mas a polaridade parcial, isto
é, o afunilamento dos filamentos permanece. Em contraste, a polaridade, bem como
a diferenciacdo de heterocistos, € perdida no crescimento em meio com amoénio e a
formacao frequente de ramos falsos é observada (RAl et al., 1978).

Calothrix sp. € uma das cianobactérias dominantes dos campos de arroz das
zonas umidas, enriquecendo o solo com carbono e nitrogénio, assim também na
solubilizac&o de fosfatos e contribuindo na melhoria da agregacdo do solo (HABIB et
al., 2011).


http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=5016

35

Figura 2.4 — Cianobactéria Calothrix brevissima
(http://www.kpabg.ru/cyanopro/sites/default/files/Calothrix_brevissima_1.JPG).

2.3.2 Cultivo de Cianobactérias

Para que uma cultura de microrganismos seja bem-sucedida, existem varios
fatores ambientais e operacionais que afetam a biologia e habitat, e devem ser
levadas em consideracdo. Esses fatores também afetam a produtividade de
biomassa das cianobactérias, bem como a sua composicdo. Os fatores mais
importantes sdo: nutrientes, pH, luz, densidade celular, temperatura e contaminacgao
por outros microrganismos (MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011).

As cianobactérias apresentam uma ampla diversidade de formas devido as
adaptac6es morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas adquiridas ao longo de sua
histéria evolutiva. A capacidade de crescimento nos mais diferentes meios € uma
das caracteristicas marcantes das cianobactérias. Entretanto, ambientes de agua
doce sdo os mais favoraveis para 0 seu crescimento. A maioria das espécies
apresenta um melhor crescimento em aguas com valores de pH na faixa de 6 a 9,
temperatura entre 15 a 30°C, ventos fracos e moderados e alta concentracdo de
nutrientes. Seus processos vitais requerem somente agua, diéxido de carbono,
substancias inorganicas e luz, obtendo energia, principalmente, por meio da
fotossintese (BARBOSA, 2009).

As cianobactérias tém trés tipos de metabolismo, quanto ao uso de carbono
para a sintese de biomassa (BARBOSA, 2009): Fotoautotroficos obrigatorios: crescem
apenas na presenca de luz em meio inorganico e nao sao capazes de assimilar C
organico (HUANG et al., 2010). Quimioheterotréficos facultativos: vivem em ambiente

sem luz em meio contendo fonte de C organico (maltose, glicose, sacarose, lactose,
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glicerol e amido) ou fototroficamente na luz. Fotoheterotroficos facultativos: utilizam

compostos organicos como fonte de C na luz mas nao no escuro ou fototroficamente

na luz (ZHANG et al., 2011; MooN et al., 2013).

As cianobactérias requerem concentra¢cdes minimas de nutrientes (N, P, S,

K, Fe, etc.), os quais constituem os diferentes meios de cultura sintéticos especificos

para o seu desenvolvimento, sendo os mais usados mostrados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Meios de cultura sintéticos BG-11, Zarrouk’s médium e High Salt
Medium, para crescimento e manutencao de cianobactérias.
(STANIER et al., 1971) (ZARROUK, 1966) (SUEOKA, 1960)
Reagentes ) )
BG-11 Zarrouk’s medium High Salt Medium
K,HPO, (g L™ 0,04 0,50 1,44
MgSO, 7H,O (g L™) 0,075 0,20 0,02
CaCl, 2H,0 (g L™ 0,036 0,40 0,01
CeHgO7 (g L™) 0,006 - -
CeHs.ayFexNyO; (g L™ 0,006 - -
EDTA (gL™) 0,001 0,08 -
Na,COs (g L™ 0,02 - -
Trace metal mix (mL™) 1,00 - -
NaHCO; (g L™) - 16,8 -
NaNO; (g L™) 1,5 2,50 -
K,SO4(g L™ - 1,00 -
NaCl (g L™) - 1,00 -
FeSO, 7H,0 (g L™ - 0,01 -
Solucdo A5 mL - 1,00 -
Solucdo B6 mL - 1,00 -
KH,PO, (g L™ - - 0,72
NH,CI (g L) - - 0,50

Solugdo A5 (g L™): 2,86x10° H3BO3; 1,81x10°° MnCl, 4H,0; 0,22 ZnSO, 7H,0; 0,39 Na,Mo0, 2H,0;
0,079 CuSO, 5H,0. Solu¢éo B6 (mg L'l): 22,86 NH,VOg3; 192 KCr (SOy) » 12H,0; 44,8 NiSO,4 6H,0;
17,94 Na,WOQO, 2H,0; 61,1 TlOSOZ 8H,0; 43,98 CO(N03)2 6H,0.

Fonte: o proprio autor.

2.3.3 Fixacao Biolégica do Nitrogénio em Cianobactérias

As cianobactérias sdo os organismos fotossintetizantes mais abundantes na

terra, desempenhando papéis essenciais na renovacdo do oxigénio atmosférico e na
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producdo de nitrogénio biologicamente disponivel, tanto em vida livre quanto como
em simbioses (MURO-PASTOR et al., 2017).

As cianobactérias com competéncia simbidtica sdo encontradas
principalmente no género Nostoc, que € comum em ambientes terrestres, embora
alguns outros cianobionetas heterociclicos (cianobactérias simbiodticas), como
Calothrix e Scytonema (em liquenes e cicadas) e Richelia (em diatoméaceas),
também formem simbioses (BERGMAN et al., 2007).

As cianobactérias tém uma ampla distribuicdo ecoldgica que varia de
desertos a todos os tipos de reservatérios de agua, sugerindo mecanismos de
adaptacdo sofisticados. As filamentosas sdo procariotos complexos que apresentam
uma variedade de processos de diferenciacdo celular, incluindo a formacéao de
células semelhantes a esporos, hormogonia moével ou heterocistos fixadores de
nitrogénio. As cianobactérias heterocisticas sdo organismos fotossintetizantes
filamentosos que crescem como corddes de ceélulas fotossintéticas indiferenciadas
(chamadas vegetativas) ou, por deficiéncia de nitrogénio, como filamentos contendo
células vegetativas e heterocistos, este Ultimo especializado na fixagdo do nitrogénio
atmosférico (MURO-PASTOR et al., 2017).

A fixacdo de N, € realizada exclusivamente por procariotas (Bactérias ou
Archaea) em um ambiente andxico ou em condi¢cdes microoxicas intracelulares que
sdo apropriados para a expressao e funcdo da enzima da fixacdo do N, a
nitrogenase. Esta enzima é codificada pelo operon nifHDK e é extremamente
sensivel ao oxigénio. Em um filamento cianobacteriano fotossintético, o heterocisto
fornece um local microdxico para a fixacdo do N,. Portanto, nestes organismos, a
compartimentalizacdo da fotossintese oxigénica e a fixacdo do N, em diferentes

tipos de células é a solugdo para o problema da incompatibilidade entre os dois

processos (FLORES;HERRERO, 2010).

2.3.4 Uso de Cianobactérias na Cultura de Milho

Jager et al. (2010) fizeram o primeiro relato sobre o efeito de microalgas e
cianobactérias em anteras na cultura de milho (Zea mays L.). Suas pesquisas foram
sobre a atividade da citocinina e auxina, melhorando a resposta androgénica e foi
capaz de reduzir a quantidade de auxina sintética de acido 2,4 diclorofenoxi-acético
(2,4-D) necessérios, ou substitui-lo completamente.
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Uma pesquisa efetuada na Africa do Sul foi realizada para avaliar os efeitos
da inoculacdo de uma cepa da cianobactéria Nostoc na estrutura e fertilidade do
solo, e o crescimento do milho. A suspenséo Nostoc foi aplicada uniformemente
sobre solos em vasos a uma taxa de 6 g (peso seco) por metro quadrado logo apos
a germinacao do milho. A inoculacdo com Nostoc aumentou o teor de N no solo de
17% a 40%. O teor de carbono também aumentou significativamente. A inoculagéo
com Nostoc aumentou a producdo de matéria seca do milho em 40% e 49%. Os
aumentos correspondentes em teor de N no tecido de milho foram entre 14% e 23%
(MAQUBELA et al., 2009).

Cianobactérias fixadoras de nitrogénio também foram reportadas nas
culturas de cana e milho na india (THAJUDDIN;SUBRAMANIAN, 2005).

Trés espécies de algas marinas vermelhas Laurencia obtusa, Corallina
elongata e Jania rubens foram estudadas quanto ao seu efeito como biofertilizante
no crescimento de plantas de milho. Laurencia obtusa + Jania rubens foi o melhor
tratamento para aumentar o crescimento de plantas de milho durante as primeiras
fases da cultura, sendo que o melhor crescimento da parte aérea das plantas
aumentou em 48,21% apos 60 dias de plantio (SAINAZ;RAGAA, 2013).

No Egito, uma pesquisa com as cianobactérias Nostoc muscorum e N.
rivulare indicou que a atividade da nitrogenase de Nostoc foi significativamente
aumentada em comparacdo com o sistema radicular do milho nao inoculado
(SHOLKAMY et al., 2012).

Com o objetivo de avaliar a influéncia da inoculacdo de cianobactérias da
colecdo IPR do IAPAR no desenvolvimento de plantas de milho, foi conduzido um
experimento no Instituto Agronémico Parana, realizado em casa de vegetacdo, com
solo eséril durante 35 dias. As sementes de milho usadas foram do cultivar IPR 164,
embebidas em suspencdo de cada uma das cianobactérias, que foram crescidas no
meio BG-11, usando como controle sementes embebidas em meio de cultura.
Avaliaram-se altura de plantas, comprimento das raizes, diametro do colmo, massa
seca da parte aérea, massa seca da raiz, e teores de nitrogénio da parte aérea.
Houve aumento na massa seca da raiz, promovido pela inoculagdo da cianobactéria
IPR7029 em relacdo ao controle e as inoculadas com IPRSyn7062. Apesar das
espécies de cianobactérias mostrarem capacidade de realizar FBN in vitro, néo foi
observado o efeito significativo da inoculagdo na concentracdo de N da parte aérea.

Nas outras avaliagbes, com excecdo da massa seca de raiz em solo natural, ndo
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houve diferencas significativas entre os tratamentos (ANDRADE;CoLOzzI FILHO, 2014).

Maqubela et al. (2009) afirmam que a inoculacao de cianobactérias em milho
resulta em maior crescimento das plantas, melhorando a absor¢do de nitrogénio.
Prasanna et al. (2016) encontraram diferencas significativas na altura de plantas,
maiores que o controle, quando inoculadas com cianobactérias. J4 na avaliagdo do
rendimento de gréos de milho, ndo encontraram diferencas significativas em relacéo
ao tratamento controle, com rendimento entre 6,45 e 6,88 g por planta.

Embora estes trabalhos mostrem efeito positivo das cianobactérias, ainda
falta informacdo sobre o efeito benéfico da inoculagcdo das cianobactérias nas
condicbes do Brasil e a interacdo com novos genétipos de milho e com o

Azospirullum sp.
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3 ARTIGO A

CIANOBACTERIAS: CRESCIMENTO EM MEIO DE CULTIVO E INOCULACAO EM
SEMENTES MILHO

3.1 RESUMO

As cianobactérias podem fixar o nitrogénio atmosférico para formas disponiveis para
as plantas, com potencial uso como inoculantes. Este trabalho teve como objetivos
avaliar a taxa de crescimento da Nostoc muscorum, Anabaena sp., Anabaena
cylindrica e Calothrix brevissima, em meio BG11l modificado, e o efeito de suas
inoculagcdes em sementes de milho. O trabalho foi dividido em quatro ensaios
realizados em camara de crescimento (1 e 2) e casa de vegetacdo (3 e 4): (1)
crescimento de cianobactérias em meio BG11 modificado, (2) cianobactérias na
germinacdo e desenvolvimento inicial do milho, (3) caracteristicas fitométricas do
milho com e sem adubacdo nitrogenada e inoculado com cianobactérias, (4)
coinoculacdo de cianobactérias com Azospirillum brasilense em genétipos de milho.
No ensaio 1, a cianobactéria Anabaena sp., cultivada em meio de cultura BG11 sem
N suplementado com extrato de levedura, destacou-se na producdo de biomassa
seca, e teores de clorofila, carotendides e nitrogénio. No ensaio 2, A. cylindrica, C.
brevissima e N. muscorum no meio BG11 sem N, e em meio suplementado somente
para A. cylindrica proporcionaram maior altura de plantulas de milho. O maior
didametro do pseudocaule e teor de clorofila total foram maiores para inoculacdo de
A. cylindrica em meio suplementado. A massa fresca da raiz foi maior para N.
muscorum em meio BG11 sem N. Na massa seca da raiz obteve-se maior resposta
com A. cylindrica em meio BG11 sem N. Para volume da raiz efeitos positivos foram
obtidos para A. cylindrica e N. muscorum em meio de cultura BG11 sem N, e para A.
cylindrica em meio suplementado. No ensaio 3, houve aumentos do diametro do
colmo para as quatro cianobactérias utilizadas e na massa foliar para N. muscorum.
No ensaio 4, as cianobactérias associadas com Azospirillum brasilense
apresentaram alto potencial para favorecer a cultura do milho pelo aumento da
massa e volume radicular, e massa e area foliar. A coinoculagdo com A. cylindrica e
com A. brasilense apresentaram as maiores respostas, comprovando o potencial de
uso desses microrganismos em aumentar o crescimento de plantas de milho,
independentemente do gendtipo utilizado.

Palavras-chave: Nostoc muscorum. Anabaena sp.. Anabaena cylindrica. Calothrix

brevissima. Zea mays. Promocéao de crescimento vegetal.
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CYANOBACTERIA: GROWTH IN CULTURE MEDIUM AND INOCULATION IN
SEED MAIZE

3.2 ABSTRACT

Cyanobacteria can fix atmospheric nitrogen to forms available to plants with
potential use as inoculants. The objective of this work was to evaluate the growth
rate of Nostoc muscorum, Anabaena sp., Anabaena cylindrica and Calothrix
brevissima, in modified BG11 medium, and the effect of inoculations on maize
seeds. The work was divided in four experiments in a growth chamber (1 and 2) and
greenhouse (3 and 4): (1) growth of cyanobacteria in modified BG11 medium, (2)
effect of cyanobacteria on germination and initial development of maize, (3)
phytometric characteristics of maize with and without nitrogen fertilization and
inoculated with cyanobacteria, (4) cyanobacterial co-inoculation with Azospirillum
brasilense in maize genotypes. In assay 1, the cyanobacteria Anabaena sp.,
cultivated in BG11 medium without N supplemented with yeast extract, stood out in
the production of dry biomass, and contents of chlorophyll, carotenoids and
nitrogen. In assay 2, the best effect of cyanobacteria at the time of maize seedlings
at 14 days was obtained for A. cylindrica, C. brevissima and N. muscorum in BG11
medium without N, and in medium supplemented only for A. cylindrica. The largest
diameter of pseudostem and total chlorophyll was higher for A. cylindrica in
supplemented medium. The fresh root mass was higher for N. muscorum in BG11
medium without N. Concerning the dry root mass, a greater response was obtained
in A. cylindrica in BG11 medium without N. For root volume, positive effects were
obtained for A. cylindrica and N. muscorum in BG11 culture medium without N, and
to A. cylindrica in supplemented medium. In assay 3, positive effects on stem
diameter were found for the four cyanobacteria and in the foliar mass for N.
muscorum. In assay 4, the cyanobacteria associated with Azospirillum brasilense
presented a high potential to favor the maize crop, due to the increase in mass and
root volume, and mass and leaf area. The co-inoculation between A. cylindrica and
A. brasilense resulted in better responses, proving the potential of using these
microorganisms for development of corn crop, regardless of the genotype.

Keywords: Nostoc muscorum. Anabaena sp.. Anabaena cylindrica. Calothrix

brevissima. Zea mays. Plant growth promotion.
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3.3 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo procariotos que pertencem ao grupo mais antigo de
organismos fotossintetizantes e sdo os Unicos capazes de realizar a fotossintese
oxigénica (STEWART, 1971; FLORES;HERRERO, 2010). O filo das cianobactérias
inclui cerca de 2000 espécies de 150 géneros e 5 ordens, que variam muito em
formas e tamanhos, prosperando em uma ampla gama de habitats, de
ecossistemas aquaticos, incluindo agua doce e marinha, e ecossistemas
terrestres (DucHouUD et al., 2017).

Esses microrganismos ganharam atencdo nos ultimos anos devido as
suas diversas aplicagbes na producdo de alimentos com valores nutricionais
elevados, na aquicultura, no tratamento de &guas residuais, no uso como
fertilizantes, na producdo de metabdlitos, vitaminas, toxinas, enzimas, produtos
farmacéuticos e biocombustiveis, apresentando grande importancia econémica
(ABED et al., 2009).

As cianobactérias heterocisticas sdo organismos que formam filamentos
indiferenciados de células fotossintetizantes (chamadas vegetativas). Em
condi¢cdes de deficiéncia de nitrogénio apresentam filamentos contendo células
vegetativas e heterocistos, este Ultimo especializado na fixagdo do nitrogénio
atmosférico (MuURO-PASTOR et al., 2017). Cianobactérias como Nostoc,
Tolypothrix, Anabaena e Aulosira tém a capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico e melhorar a fertilidade do solo (SAHU et al., 2012).

Efeitos benéficos da inoculagdo com cianobactérias foram reportados em
culturas como cevada, aveia, tomate, rabanete, algodao, cana, milho, pimentéo e
alface. Estimativas in situ usando a técnica de reducdo de acetileno mostraram
adicdo ao solo de 15 - 18 kg ha™ ano de nitrogénio (N) devido & atividade de
cianobactérias diazotroficas (THAJUDDIN;SUBRAMANIAN, 2005).

O milho é o cereal mais produzido no mundo, cuja produtividade esta
diretamente relacionada a sua nutricdo nitrogenada, sendo N um dos nutrientes
requeridos em maior quantidade pela cultura (LADHA et al., 2016). A FBN realizada
por cianobactérias € uma alternativa para fornecimento parcial de N para a cultura,
com redugdo dos custos tanto econOmicos como ambientais. Entretanto, o
crescimento das cianobactérias em meio de cultura suplementado com fonte de

carbono ou vitaminas, para a sua rapida multiplicacdo tem sido pouco estudado.
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Assim, como a sua aplicacdo como inoculante em sementes de milho, para o
desenvolvimento inicial de plantulas e plantas, com e sem adubac¢éo nitrogenada e a
coinoculagdo com Azospirillum brasilense em genétipos de milho.

Este trabalho teve como objetivos avaliar a taxa de crescimento da Nostoc
muscorum, Anabaena sp., Anabaena cylindrica e Calothrix brevissima, em meio
BG11 modificado e o efeito de sua inoculacdo e coinoculagdo com Azospirillum

brasilense em sementes de milho.

3.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos, em camara de crescimento e em casa
de vegetacdo no Instituto Agronémico Parand — IAPAR, localizado no municipio de
Londrina (PR), coordenadas geograficas 23°23' S e 51° 11' W, altitude média 566 m,

no periodo de novembro de 2016 a janeiro de 2017.

3.4.1 Obtencao e manutencéo das Cianobactérias

As cianobactérias foram obtidas do Banco de Cultivos do Laboratorio de
Cianobactérias e Ficotoxinas da Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, sendo estas: Nostoc muscorum, Anabaena sp.
Anabaena cylindrica, e Calothrix brevissima.

Para manutengdo e crescimento das cianobactérias foi usado o meio de
cultura BG11 (STANIER et al., 1971), sem nitrogénio, 0,04 g L™ K,HPO,4; 0,075 g L™
MgSO,4 7H,0; 0,036 g L™ CaCl, 2H,0; 0,006 g L™ acido citrico; 0,006 g L™ citrato
férrico de aménio; 0,001 g L™ EDTA; 0,02 g L™ Na,COs; 1 ml L™ trace metal mix, em
camara de crescimento com fotoperiodo de 12 h, temperatura controlada de 30,0 £
2,0°C na fase luminosa, e 22,0 + 2,0°C na fase escura.

A densidade de fluxo de fétons da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR —
photosynthetically active radiation) foi de 100 + 20 pE m™ s™, medida por porémetro
Licor (INC modelo LI-1600), fornecida por lampadas fluorescentes tubulares,
dispostas paralelamente na parte superior dos recipientes.
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3.4.2 Ensaio 1: Crescimento de cianobactérias em meio BG11 modificado
3.4.2.1. Preparo e caracterizacao dos indculos

Os in6culos de cianobactérias foram preparados a partir de 10 g L™ de
células frescas de cada espécie obtidas por centrifugacédo a 6.000 rpm e colocadas
em meio BG11 (STANIER et al., 1971) esterilizado sem N a pH 7,0. Na tabela 3.1 sédo

apresentadas as principais caracteristicas dos indculos.

Tabela 3.1 Caracterizacdo de biomassa Umida, massa seca, unidades formadoras
de colénias (UFC), clorofila a, clorofila b, clorofila ¢ e carotendides de quatro

cianobactérias utilizadas como inoculantes.

Biomassa (g L™ UFC Clorofilaa Clorofilab Clorofilac Carotendides
Cianobactéria ] 1 ng LT
Umida seca mL"
Nostoc muscorum 10 0,15 1x10% 1,99 2,45 5,60 2,84
Anabaena sp. 10 0,24 1x10™ 2,74 2,22 5,56 3,34
Anabaena cylindrica 10 0,24 1x10™ 2,95 0,87 4,56 1,74
Calhotrix brevissima 10 0,10 1x10™ 0,83 8,50 11,07 4,84

Fonte: o préprio autor.

3.4.2.2. Crescimento das cianobactérias

Para determinacdo do crescimento das cianobactérias foram usados dois
meios de cultura, BG11 (STANIER et al. 1971) sem N e BG 11 sem N suplementado
com extrato de levedura Sigma ® P.A.a4,0g L™

O experimento foi conduzido em frascos de vidro, com capacidade de 125
mL, nos quais foram colocados os meios de cultura inoculando com 10% (v/v) de
cada uma das quatro espécies de cianobactérias. A incubacdo foi realizada nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

Foram testados oito tratamentos, correspondentes a dois meios de cultura
(BG11 sem N e BG11 sem N e suplementado com extrato de levedura a 4 g L™),
com quatro espécies de cianobactérias (N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica, e
C. brevissima), com duas repeticdes, em seis épocas de avaliacdo. As avaliacbes
foram efetuadas a cada cinco dias, durante 30 dias, coletando-se 16 frascos a cada

vez. Totalizando-se 96 frascos.
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A curva de crescimento foi caracterizada pela determinacdo da biomassa
seca (g L) em uma aliquota de 40 mL, centrifugando-se a 4000 x g (marca Z383
HERMLE K) durante 10 min a 25,0 °C. O sedimento foi seco até massa constante a
70 °C (KONG et al., 2013).

Para a determinacao da clorofila (a) e carotendides foi utilizada uma aliquota
da suspenséo celular de 20 mL. Para a extracao, adicionaram-se 10 mL de acetona
90% a amostra, deixando-a 24 h sob refrigeragdo e no escuro. Apds as amostras
foram centrifugadas a 4.000 rotagbes/minuto, durante 15 minutos. Na sequéncia,
procedeu-se a leitura do sobrenadante em espectrofotémetro (UV Genesys 10), nos
comprimentos de onda de 750, 664, 647, 480 e 510 nm, pelo método de
Jeffrey;Humphrey (1975) para clorofila a e Strickland;Parsons (1972) para
carotenoides, com as seguinte equacoes:

Clorofila a (ug/L) = 26,73 X [(A 664 nm- A 750 nm) - (A 664a nm~ A 750a nm)] X
v/(VXxc)

Carotenoides (pg/L) = [7,6 X A 480 nm- (3,0 X A 750 nm) — 1,49 X A 510 nm)- 2,0 X
A7sonm) ] X VI(V X C) ]

Nas quais, A é absorbancia do comprimento de onda, V é a espessura da

cubeta, v € o0 volume de extracéo e ¢ o volume de filtrado (suspenséo celular).

A quantidade de N no meio de cultivo para cada espécie foi determinada na
forma de amébnia (KEeENEY;NELSON, 1982) pelo método colorimétrico (MIYAZAWA,
1992). Aliguotas de 20 mL dos cultivos foram acondicionadas em tubos de ensaio e
acrescidas de 0,5 mL do catalisador sulfato de cobre com sulfato de potassio, na
proporcao de 1:10. Em seguida, foi adicionado 1 mL de &cido sulfdrico concentrado
e os tubos foram submetidos a agitacdo seguida de incubacdo a 100 °C em bloco
digestor até que as amostras fossem reduzidas a 2 mL. Apos a reducdo, a
temperatura foi aumentada gradativamente até alcancar 350 °C e as amostras
apresentarem coloracéo verde claro.

As amostras digeridas foram transferidas para novos tubos e diluidas em 15
mL de &gua deionizada. O pH das amostras foi ajustado entre 3 e 4 com NaOH ou
HCI e, em seguida, as amostras tiveram seu volume completado com &gua
deionizada para um volume final de 30 mL.

A curva padrdo de N foi confeccionada, utilizando-se uma solucdo de NH;"

nas concentracées de 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 e 10 mg L™ de N. A solucao foi preparada
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utilizando (NH4).SO4 PA, previamente seco em estufa a 105 °C e diluido em agua
deionizada. Em um novo tubo foi pipetado 1 mL da solucdo padrdo ou da amostra, 6
mL de &gua deionizada, 1 mL da solu¢do de &cido salicilico 5%, 1 mL de solucéo de
nitroprussiato de sédio 0,1% e 1 mL de solu¢do de NaOCI 0,15%. As amostras foram
homogeneizadas e realizou-se a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de
onda de 697 nm. Com a equacio da curva da solucédo padrdo de NH;" foi possivel
calcular a concentracao de N fixado pelas cianobactérias.

O potencial de FBN das espécies de cianobactérias foi calculado de acordo
com a seguinte formula:

Nix =A—-B

Onde; A corresponde ao N total nos 20 mL de meio incubado com uma dada
cianobactéria e B o teor correspondente no mesmo volume de meio ndo cultivado

com a cianobactéria.

3.4.3 Ensaio 2: Cianobactérias na germinacdo e desenvolvimento inicial do

milho

Para avaliar a germinacao e o desenvolvimento inicial das plantulas de milho
foi utilizado o hibrido simples DOW 2B587, de ciclo precoce.

Foram empregados 10 tratamentos com quatro repeticdes,
correspondendo a dois meios de cultura (BG1l1 sem N e BG1ll1l sem N
suplementado com extrato de levedura) com as quatro espécies de cianobactérias
(N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica, e C. brevissima), na concentracéo de
10® UFC mL™, além de dois tratamentos adicionais (controle) com Azospirillum
brasilense (Azototal® estirpes AbV5 e AbV6 com 2,0x10° UFC mL™Y) e sem
inoculacdo (dgua destilada).

Para o teste de germinacdo, em cada tratamento foram usadas 100
sementes, em papel toalha umedecido na proporcdo de 2,5 vezes a massa do
substrato seco. As sementes foram inoculadas previamente com 0s microrganismos
segundo os tratamentos pré-estabelecidos. A dose aplicada do inoculante foi de 5
mL kg™’ de sementes, com estimativas tedricas de 270.000 células por semente
(HUNGRIA et al., 2010). A inoculagdo consistiu em se colocar as sementes e 0
produto em saco plastico, com posterior agitacdo para distribuicio homogénea do

inoculante sobre as sementes.
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Os rolos de papel foram acondicionados em sacos plasticos e colocados em
camera de germinacdo BOD (Biochemical Oxygen Demand) sob temperatura de
28+2 °C e fotoperiodo de 12 h, com quatro repeticdes. A avaliacdo foi realizada no
sétimo dia, contabilizando-se a porcentagem de plantulas normais, anormais e
sementes mortas (BrRAsIL, 2009).

Para a avaliacdo do desenvolvimento de plantulas de milho, sementes do
hibrido DOW 2B587 foram desinfestadas por imersdo em etanol a 70% durante 3
min e depois em solucdo de hipoclorito de sodio a 2% durante 15 min,
cuidadosamente lavando-as 10 vezes com agua destilada estéril, e colocadas em
papel de germinacdo e mantidas em camara de germinagcdo por cinco dias, sob
temperatura de 28+2 °C e fotoperiodo de 12 h.

As sementes germinadas apos cinco dias foram colocadas em frascos de
vidro de 600 mL, contendo solucdo nutritiva sem nitrogénio (SOMASEGARAN;HOBEN,
2012) e papel absorvente poroso como suporte para as plantas (ANDRADE et al.,
1994). Em seguida, as sementes foram inoculadas de acordo com os tratamentos,
sendo utilizado 1 mL de meio de modo a fornecer 10® UFC/semente germinada,
usando Azospirillum brasilense (Azototal ® 2,0x10® UFC mL™) e &gua destilada
como tratamentos controle.

Os vasos foram incubados em céamara de crescimento sob condi¢cdes
controladas: 16 h de luz a 25 ° C/ 60% de UR e 8 h de escuro a 18 ° C/ 40% de UR
durante 14 dias, com intensidade de luz 11500 Lux = 155 UE / m®seg.

Aos 14 dias apos a inoculacdo foram avaliados os seguintes parametros de
crescimento: comprimento da parte aérea e das raizes com auxilio de régua
milimetrada (cm plantula); diametro do pseudocaule (mm plantula) com paquimetro
digital; massa fresca e seca das raizes (g plantula). Apés a pesagem, as raizes
frescas foram acondicionadas em sacos de papel e levadas para secar em estufa
com circulagéo forcada de ar (60+2 °C) por 72 h, obtendo-se a biomassa seca com
precisao de 0,01 g; volume das raizes, colocando-se as raizes em proveta graduada,
contendo um volume conhecido de agua. Pela diferenca, obteve-se o volume de
raizes por planta, pela equivaléncia de unidades (1 ml = 1 cm®) (KappPEs et al., 2010).
Para o contetido de clorofila e carotenéides da parte aérea (mg g*), amostras de 0,2
g de tecido foliar fresco foram preparadas e 0s extratos centrifugados, sendo

efetuadas leituras em espectrofotbmetro (663, 645 e 434 nm para clorofila total e
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carotendides) baseada na metodologia de Witham et al. (1971) e Meschede et al.
(2011).

3.4.4 Ensaio 3. Caracteristicas fitométricas do milho com e sem adubacéao

nitrogenada e inoculado com cianobactérias

Utilizou-se amostra da camada 0,00 - 0,20 m, na Estacdo experimental do
IAPAR, em Londrina Parana, de um solo muito argiloso (810 g kg' de argila)
classificado como Latossolo Vermelho distroférrico de acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solos (SANTOS et al., 2013). As amostras foram secas
ao ar, destorroadas e passadas em peneira de malha 4 mm e acondicionadas em
vasos plasticos de 8 kg. As caracteristicas fisico-quimicas eram: pH (CaCl, 0,01mol
L") 4,55; 6,94 cmol. dm™ de H* + AI**; 2,91 cmol, dm™ de Ca**; 1,27 cmol. dm™ de
Mg?*; 0,32 cmol. dm™ de K*; 11,44 cmol, dm™ de CTC; 39,33% de saturacdo por
bases; 3,93 mg dm™ de P (Mehlich-1); 17,78 g dm™ de C; 81%, 13% e 6%,
respectivamente, argila, silte e areia.

A cultivar de milho usada foi a variedade IPR164, ciclo precoce, indicado
para cultivo no verao e safrinha, porte médio de 2,30 m.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro
repeticbes, em arranjo fatorial 2x6. Foram avaliados dois niveis de adubacéo
nitrogenada de cobertura (equivalentes a 0 e 60 kg N ha™), combinandos com seis
tratamentos de inoculacdo, sendo quatro de cianobactérias (102 UFC mL™* por
espécie) N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica, e C. brevissima, um tratamento
controle sem inoculacdo e outro com A. brasilense, este ultimo utilizando um
inoculante liquido comercial (Azototal® estirpes AbV5 e AbV6 com 2,0x10® UFC mL’
1)_

As sementes foram inoculadas momentos antes da semeadura com 5 mL de
inoculante para 1 kg de semente. A inoculagéo consistiu em se colocar as sementes
e 0 produto em saco plastico, com posterior agitacdo para distribuicdo homogénea
do inoculante sobre as mesmas.

Foram semeadas manualmente cinco sementes por vaso na profundidade
de 2 cm, deixando-se apenas uma planta aos 10 dias da emergéncia. A adubacao
nitrogenada (ureia 46%) na semeadura foi de 20 kg de N ha™ para todos os

tratamentos. Para os tratamentos com adubacg&o nitrogenada de cobertura
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aplicaram-se 60 kg N ha* aos 35 dias ap6s a emergéncia das plantulas (estadio V6),
utilizando-se ureia. A adubacdo de base foi constituida pela aplicacdo das fontes
superfosfato triplo (120 kg ha™ de P,Os) e cloreto de potassio (50 kg ha™ de K;0).

As avaliacdes fitométricas foram realizadas avaliando o indice de area foliar
aos 63 dias (estadio VT), segundo a metodologia de Guimaraes et al. (2002), com a
equacdo Area foliar = 0,7458*Largura*Comprimento da folha, expresso em cm?. No
mesmo estédio foi realizada também a avaliagdo de altura de plantas e da insercéo
da espiga em m. A altura de plantas corresponde a medida da distancia do colo da
planta até a insercdo da folha bandeira, e a altura de insercdo da espiga
corresponde a distancia entre o colo da planta e o né da insercao da espiga. O
diametro do colmo foi determinado no primeiro entrend acima do colo da planta, com
um paquimetro digital. O comprimento das raizes foi determinado com régua
milimetrada (cm planta); além da massa fresca e seca das raizes (g planta) (KAPPES
et al., 2010).

O teor de clorofila (estadio VT) foi avaliado na folha bandeira de cada planta,
baseada na metodologia de Witham et al. (1971) e Meschede et al. (2011). Para
avaliacdo dos teores de N, P e K, seguiram-se os métodos descritos em Miyazawa
(1992), a partir da coleta da folha indice (primeira inferior e oposta a espiga principal)
de cada planta.

A coleta das plantas (estadio VT) foi efetuada cortando-se o material rente
ao solo, separando folhas de caule, para serem acondicionados em sacos de papel
e secos em estufa a 70°C até massa constante para a determinacdo de massa seca
de folhas e de caule (SiLvA, 2009).

3.4.5 Ensaio 4. Coinoculagdo de cianobactérias com Azospirillum brasilense

em genotipos de milho

Foi utilizada uma amostra de solo da camada O - 0,20 m, coletada em Ponta
Grossa, Parana, de um solo classificado como Latossolo Vermelho distroférrico de
textura argilosa. Apds seca ao ar, destorroada e passada em peneira de malha 4
mm, e acondicionada em vasos plasticos de 8 kg. Suas caracteristicas fisico-
quimicas eram: pH (CaCl, 0,01 mol L %) 5,5; 4,84 cmol. dm™ de H* + AI**; 5,42 cmol,
dm™ de Ca®"; 3,29 cmol, dm™ de Mg**; 0,3 cmol, dm™ de K* ; 14,15 cmol. dm™ de
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CTC; 65,66% de saturacéo por bases; 5,3 mg dm™ de P (Mehlich-1); 32,24 g dm™ de
C; 54,7%, 31,7% e 13,6%, respectivamente, argila, silte e areia.

Testaram-se 10 tratamentos utilizando-se o delineamento experimental em
blocos casualizados com quatro repeticdes, em arranjo fatorial 2x6, correspondente
a dois gendtipos de milho, variedade IPR 164 e hibrido DOW 2B587, combinados
com quatro inoculantes (10 UFC mL™* de cada espécie) a partir da inoculacdo de
cianobactérias N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica, e C. brevissima,
coinoculados com A. brasilense (Azototal®), mais um tratamento controle sem
inoculacéo e outro apenas com A. brasilense.

As sementes foram inoculadas momentos antes da semeadura com 0sS
inoculantes (5 mL de inoculante para 1 kg de semente). A inoculagcdo consistia em
se colocar as sementes e o produto em saco plastico, com posterior agitacao para
distribuicdo homogénea do inoculante sobre as mesmas.

Foram semeadas manualmente cinco sementes por vaso a 2 cm, deixando
uma so planta aos 10 dias da emergéncia.

A adubacédo nitrogenada (ureia 46%) na semeadura foi equivalente a 20 kg
de N ha’ para todos os tratamentos e de cobertura, realizada aos 35 dias apés a
emergéncia das plantulas (estadio V6), com aplicacdo de 160 kg de N ha™ em todos
os tratamentos. A adubacdo de base foi constituida pela aplicacdo das fontes
superfosfato triplo (120 kg ha™ de P,Os) e cloreto de potassio (50 kg ha™ de K;0).

Aos 63 dias (estadio VT) foram realizadas as seguintes avaliacfes: altura de
plantas e da insercédo da espiga, didametro do colmo, comprimento das raizes, teor de
clorofila, teor foliar de N, P e K, massa das raizes, folhas e de caule, usando as

metodologias descritas anteriormente (ensaio 3).
3.4.6 Analises estatisticas

O crescimento das cianobactérias (Ensaio 1) foi avaliado separadamente
para cada espécie de cianobactéria, pela analise de regressédo usando o software
SIGMA PLOT® 12.5, a 5% de probabilidade de erro pelo teste t. Os resultados
obtidos nos demais ensaios foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) e
realizada andlise de normalidade dos residuos e homogeneidade entre as
variancias dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e Hartley, respectivamente. Se o

teste F foi significativo, as médias (Ensaio 2) foram comparadas pelo teste de
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Duncan, a 5% de probabilidade de erro e Tukey a 5% de probabilidade de erro
(Ensaio 3 e 4). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
estatistico SISVAR 5.6 (Ferreira, 2011).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Ensaio 1: Crescimento de cianobactérias em meio BG11 modificado

Na figura 3.1 observa-se a biomassa seca (g L™) das cianobactérias N.
muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica e C. brevissima, crescidas em meios BG11
sem nitrogénio e suplementado com extrato de levedura. Foram encontrados
modelos de regressao polinomial, no meio BG11 sem N e decrescente para BG11
sem N suplementado.

Analisando a cianobactéria N. muscorum, séo verificadas diferencas nos
dias 5, 10 e 30, com maior resposta no meio suplementado. No dia 20 destacou o
meio BG11l sem N. Foi encontrada maior biomassa seca no quinto dia, usando o
meio suplementado com extrato de levedura (Figura 3.1). Rosales-Loaiza et al.
(2016) mencionam que Nostoc pode ser cultivada sob deficiéncia de nitrogénio e
Anabaena sp. necessita de N para producdo de biomassa enriquecida com
proteinas e carboidratos.

Para a Anabaena sp. foram encontradas diferencas em todos as épocas
avaliadas, com maior quantidade de biomassa no meio suplementado, sendo o
quinto dia o que obteve melhor resultado (Figura 3.1). Rosales-Loaiza et al. (2016)
comparando o crescimento de espécies de cianobactérias em meio suplementado
com nitrato de sodio, obtiveram o maior valor de massa seca aos 30 dias de
Anabaena sp. com 2,49 g L em meio com 8,5 mM de NaNOs. J4 na presente
pesquisa foram encontrados menores valores, mas em menos tempo (cinco dias).
Entretanto, mantendo-se cultivos continuos € possivel obter maior quantidade de
biomassa que os autores mencionados.

Estudando a cianobactéria A. cylindrica houve diferencas nos dias 5,10,15 e
20, destacando-se o meio suplementado. Maior biomassa seca foi obtida no quinto
dia, no meio de cultura BG11 suplementado com extrato de levedura (Figura 3.1).

Na cianobactéria C. brevissima, nos dias 5, 10, 15 e 20 foram encontrados

maiores valores no meio suplementado. JA4 nos dias 25 e 30 houve efeitos
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contrarios. Maior biomassa seca € mostrada no quinto dia, no meio de cultura
suplementado (Figura 3.1).

Li et al. (2017) estudaram a viabilidade de simbioses entre fototroficas-
heterotréficas, testadas por meio do emparelhamento de estirpes de levedura
Cryptococcus curvatus, Rhodotoru laglutinis e Saccharomyces cerevisiae com a
cianobactéria Synechococcus elongatus. A S. elongatus ndo mostrou crescimento no
meio padrdo de BG-11 com extrato de levedura, mas cresceu bem em meio BG-11
sem suplemento. O crescimento de uma variedade diversa de cianobactérias é
inibido por metabdlicos exdégenos, como aminoacidos, embora a sintese enddégena
seja obrigatéria.

Aminoacidos como glutamina, lisina, bem como a histidina também inibiram
0 crescimento da cianobactéria Synechocystis sp. (LABARRE et al., 1987). Este fato
pode explicar 0 que aconteceu nesta pesquisa, onde até os cinco primeiros dias, no
meio suplementado com extrato de levedura, as cianobactérias aproveitaram alguns
compostos do extrato para sua multiplicacdo, e depois a maior formagédo de
aminoacidos inibiu esse crescimento. Assim também provavelmente o resultante do
acumulo de residuos de metabolismo que acabou acumulando e inibindo o

crescimento apds os cinco dias no meio suplementado.
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Figura 3.1 - Biomassa seca (g L™) das cianobactérias N. muscorum, Anabaena sp.,

A. cylindrica e C. brevissima, crescidas em meio BG1ll sem nitrogénio e

suplementado com extrato de levedura. Londrina PR, 2017.

Nostoc muscorum Anabaena sp.
1,0 - 10 -
® BGiisemN @ BG11semN
O BG11sem N Sup. C BG11sem N Sup.
0,8 4 0,8 *
o
*
o]
06 4 y=0,0015x" - 0,069 + 0,9927 064 y=0,0005x" - 0,0319x + 0,7287
8 R?=0,99 ‘ R2=0,73
o o
o [=2]
0,4 4 04 -
0,2 4 - 02 4
y =-0,0005x% + 0,0191x + 0,0725 /‘——’—_\..
R?=0,56 y = 5E-05x° + 0,0053x +0,1167
2 =
0,0 . ; . . ; . . 0,0 . REZ082 . . . .
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Dias Dias
Anabaena cylindrica Calothrix brevissima
1,0 - 1,0 4
® BGiisemN
® BGl1semN © BG11sem N Sup
O BG11sem N Sup.
0,8 0,8 4
y=0,0009x" - 0,0459 + 0,8177
N R?=0,93 "
o o]
0,6 4 06 y=0,0015x" - 0,0698x + 1,013
R2=087
g 4
[=2] [=2]
0.4 4 04 4
0,2 4 0,2
y =-0,0002x” + 0,0122x + 0,0383 i
R?= 0,03 a? :sg'ngm +0,0053x + 0,1167
0,0 T T T T T T ) 0,0 T T T T T T )
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Dias Dias
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Fonte: o proprio autor.
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Na figura 3.2 sdo mostrados os teores de Clorofila a (ug L™*) das
cianobactérias N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica, e C. brevissima, crescidas
em meios BG11l sem nitrogénio ou suplementado com extrato de levedura e os
modelos de regresséo polinomial com tendéncia crescente no meio BG11 sem N e
decrescente no meio BG11 sem N suplementado.

Para as cianobactérias A. cylindrica e N. muscorum foram encontrados
maiores teores de clorofila no 5° dia, usando o meio suplementado, com valores de
4,75 pg Le 5,67 pg L™, respectivamente (Figura 3.2).

Para Anabaena sp., ndo foi observada diferencas significativas no 20° dia
nas outras épocas foram encontradas respostas nos teores de clorofila, com
destaque para o meio de cultura suplementado, sendo o maior teor de clorofila no 5°
dia, com 6,21 pg L™ (Figura 3.2).

Na cianobactéria C. brevissima, somente foram encontradas diferencas no
quinto dia, com maior teor de clorofila no meio suplementado, com 4.37 pg L™
(Figura 3.2).

A medida da clorofila a € uma ferramenta importante que ajuda a quantificar
o crescimento de um organismo fototrofico, estando positivamente correlacionada
com a densidade celular ou a biomassa. Cianobactérias heterocistadas sdo capazes
de fixar o nitrogénio atmosférico, produzir clorofila, carotendides e ficobiliproteinas
em quantidades significativas. Portanto, as producfes desses microrganismos
representam uma estratégia metabdlica de grande interesse biotecnolégico, por ser
produzido sob condi¢des diazotroficas (ROSALES-LOAIZA et al., 2016).

Loreto et al. (2003), estudando a producdo de pigmentos clorofila a e
carotenoides da cianobactéria Anabaena pcc. 7120 em diferentes concentracdes de
nitrogénio, ndo encontraram diferencas entre os tratamentos. O conteudo de clorofila

relatado pelos autores foi de 3,9 ug mL™* e de carotensides 1,2 ug mL™ aos 30 dias.
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Figura 3.2 — Teor de clorofila a (ug mL™) no meio cultivado com as cianobactérias N.
muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica e C. brevissima, crescidas em meios BG11
sem nitrogénio e suplementado com extrato de levedura. Londrina PR, 2017.
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Fonte: o préprio autor.
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Na figura 3.3, encontram-se os resultados dos carotenéides (ug L™) das
cianobactérias N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica e C. brevissima, crescidas
em meio BG1ll sem nitrogénio ou suplementado com extrato de levedura,
apresentando modelos de regresséo polinomial, com diferentes comportamentos.

Observa-se que em N. muscorum, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os meios de cultura, mesmo assim, um maior valor de
carotendides foi observado no 5° dia em meio suplementado, com 2,73 pg L*
(Figura 3.3).

Para a cianobactéria Anabaena sp. foram encontrados maiores valores no
quinto e décimo dia em meio suplementado, sobretudo no 5° dia (3,15 ug L™). Para o
meio sem suplementagdo aos 20 e 30 dias os valores de carotendides foram
superiores (Figura 3.3).

Analisando a cianobactéria A. cylindrica, observam-se melhores resultados
no quinto e décimo dia em meio suplementado, com maior valor no décimo dia (3,02
ug L. Em meio sem suplemento, encontroaram-se maiores valores nas avaliagbes
aos 15 e 25 dias (Figura 3.3).

Em C. brevissima o meio suplementado mostrou maiores valores no quinto,
décimo e vigésimo dia de avaliagdo. Na avaliacdo aos 30 dias encontrou-se maiores
valores no meio sem N (3,32 pg L™) (Figura 3.3).

Os carotenoides em cianobactérias tém duas fungdes principais, servem
como pigmentos de coleta de luz para fotossintese e protegem contra danos
fotoxidativos. S&o geralmente compostos isoprendides hidrofébicos que sé&o
sintetizados em membranas. Eles se acumulam principalmente em complexos de
proteinas na membrana fotossintética, na membrana celular e na parede celular

(HIRSCHBERG;CHAMOVITZ, 1994).



Figura 3.3 — Teor de carotendides (ug L™) no meio cultivado com as cianobactérias

N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica e C. brevissima, crescidas em meios

57

BG11 sem nitrogénio e suplementado com extrato de levedura. Londrina PR, 2017.
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Na figura 3.4 sdo apresentados os teores de nitrogénio (ug L™) das
cianobactérias N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica e C. brevissima, crescidas
em meios BG11l sem N e BG11l sem N suplementado com extrato de levedura,
apresentando modelos de regresséo polinomial em fungéo do tempo das avaliacoes.

Para N. muscorum a diferenca entre os meios nao foi significativa somente
no 20° dia, com maiores teores de nitrogénio no meio suplementado e, maior valor
no 5° dia (5,22 pg L™). Para Anabaena sp., ndo houve diferencas entre os meios de
cultura somente no 15° dia (3° coleta). O maior teor de nitrogénio fixado aconteceu
no 5° dia, em meio suplementado, com 5,66 pg L™ (Figura 3.4).

Em A. cylindrica nas seis coletas o meio suplementado destacou-se com
maior teor de nitrogénio, com maior valor no 10° dia (4,97 pg L™). Para C. brevissima
foram obtidos maiores valores do 5° ao 20° dia em meio suplementado, com maior
teor de N no 20° (5,13 pg L™"). Em meio ndo suplementado melhores respostas
ocorreram no 25° e 30° dia (Figura 3.4).

As cianobactérias dos géneros Nostoc, Anabaena, Calothrix, entre outras,
produzem nitrogénio biologicamente disponivel, tanto em vida livre como em
simbiose, por possuir células diferenciadas chamadas de heterocistos,
especializadas na fixagdo do nitrogénio atmosférico (ALLISON et al., 1937; RaAI et al.,
1978; BERGMAN et al., 2007; MURO-PASTOR et al., 2017).

Em estudo efetuado por Andrade;Colozzi Filho (2014), foi observada a FBN
por estirpes de cianobactérias in vitro em meio BG11 sem N. Ap6s o cultivo de
cianobactérias, o N existente foi quantificado,mostrando que, as estirpes testadas
foram capazes de fixar N in vitro, com valores entre 1,08 para a estirpe IPR7029 e
3,39 g mL™ para a IPR7061, valores similares aos encontrados no presente estudo,
em meio BG11 sem N. Ja no meio suplementado foram encontrados maiores teores,

possivelmente pela influéncia do extrato de levedura usado.
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Figura 3.4 — Teor de Nitrogénio (g L™) em meio cultivado com as cianobactérias N.
muscorum, A. cylindrica, Anabaena sp. e C. brevissima, crescidas em meios BG11
sem nitrogénio e BG11 sem N suplementado com extrato de levedura. Londrina PR,
2017.
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*Significativo pelo teste t a 5% de probabilidade de erro, dentro de cada dia de avaliacéo.
Fonte: o préprio autor.

Na figura 3.5 sdo mostradas as os valores de pH no meio de cultura
cultivado com as cianobactérias N. muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica e C.
brevissima, em meios BG11l sem nitrogénio ou BG11l sem N suplementado com
extrato de levedura.

N&o foram encontradas diferencas significativas, com valores variando de
7,61 a 8,16 para o0 meio BG11 sem N e de 7,69 a 8,52 para o meio BG11 sem N
suplementado (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - pH do meio de cultura cultivado com as cianobactérias N. muscorum,

Anabaena sp., A. cylindrica e C. brevissima, crescidas em meios BG1ll sem

nitrogénio e BG11l sem N suplementado com extrato de levedura. Londrina PR,

2017.
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Fonte: o préprio autor.

Todas as cianobactérias crescidas em meio BG11 modificado apresentaram

comportamentos distintos quanto aos seus atributos biomassa seca, teor de clorofila,

teor de carotenoides e teor de N. A Anabaena sp. em meio de cultura BG11 sem N

suplementado com extrato de levedura, obteve os melhores resultados para os

parametros da curva de crescimento, no quinto dia.
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3.5.2 Ensaio 2: Cianobactérias na germinagdo e desenvolvimento inicial do
milho

Na tabela 3.2 sdo mostrados os valores de germinagdo de sementes de
milho inoculadas com cianobactérias e as caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento inicial de plantulas.

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos quanto
a germinacao, o que € vantajoso, pois algumas espécies de cianobactérias possuem
ficotoxinas (JAKUBOWSKA;SZELAG-WASIELEWSKA, 2015) que podem provocar a morte
do embrido das sementes.

As cianobactérias A. cylindrica (28,00 cm), C. brevissima (29,25 cm) e N.
muscorum (28,75 cm) crescidas em meio BG11 sem N e a cianobactéria A.
cylindrica crescida em méio suplementado favoreceram a altura de em relagdo ao
controle (21,50 cm).

Foi encontrado maior diametro do pseudocaule das plantulas do milho no
tratamento com A. cylindrica em meio suplementado (2,89 cm), diferindo do
tratamento com Anabaena sp. em meio suplementado e do controle (Tabela 3.2).

Para a massa fresca da raiz, verificou-se maior valor para N. muscorum em
meio BG11 sem N (1,89 g), em relacdo ao controle (0,95 g). J& na massa seca de
raiz a maior resposta foi para A. cylindrica em meio BG11lsem N (0,16 g), diferindo
do controle (0,09 g).

Analisando o volume da raiz foram encontrados efeitos positivos para A.
cylindrica, € N. muscorum em meio BG11l sem N e A. cylindrica em meio
suplementado diferindo do controle (Tabela 3.2). Para clorofila total destacou-se A.
cylindrica em meio BG11 sem N suplementado, diferindo-se do controle. Para
carotendides ndo foram encontradas diferencas entre os tratamentos.

Mohan et al. (2015) estudando o efeito de 15 cianobactérias na cultura do
milho, determinaram que a combinacdo de todos esses isolados proporciona
aumento significativo na germinagéo, no comprimento foliar e de raizes e no teor de
clorofila a (Chl-a). Apds trés dias, a germinacéo foi de 55 a 90% quando utilizadas as
cianobactérias isoladamente, e quando aplicadas conjuntamente promoveram 100%
de germinacdo. As plantulas que cresceram em consércio dos 15 isolados com
cianobactérias mostraram os maiores valores para comprimento de folha e de raizes

aos 10 dias. O teor maximo de Chl-a (2.56 ug mL™) foi observado quando as raizes
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foram inoculadas com os quinze isolados de cianobactérias, revelando que as
cianobactérias podem trazer beneficios positivos na cultura de milho.

Os resultados obtidos por Grzesik;Romanowska-Duda (2014) mostram que
Microcystisa eruginosa MKR 0105, Anabaena sp. PCC 7120 (Cianobactéria) e
Chlorella sp. (microalga) aumentam significativamente a germinacao e o crescimento
de plantulas de milho e também intensificam alguns processos metabdlicos. As
culturas de cianobactérias e microalgas podem ser usadas para o cultivo de milho
em sistemas agroecoldgicos e integrado, promovendo protecdo ambiental, reduzindo

a necessidade de fertilizantes quimicos.

Tabela 3.2 Germinagdo de sementes de milho inoculadas com cianobactérias e
avaliacdo de plantulas em camara de crescimento. G: Germinagédo, AP: Altura da
plantula, DP: Diametro do pseudocaule, MFR: Massa fresca da raiz, MSR: Massa
seca da raiz, VR: Volume da raiz, CHL: Clorofila total, CAR: Carotendides. Londrina
PR, 2017.

) ) ) G AP DP MFR MSR VR CHL CAR
Microrganismo + meio 3 I )
(%) (cm) (cm) (9) (9) (cm’) (mgg”) (mgg”)
N. muscorum + BG11-N 88,50 a 28,75 a 2,56 ab 1,89 a 0,15 ab 2,08 a 29,23 ab 11,22 a
Anabaena sp. + BG11-N 89,75 a 23,00ab 2,49 ab 1,22 abc 0,13 abc 1,75ab 28,59b 1111 a
A. cylindrica + BG11-N 87,50 a 28,00 a 2,65 ab 1,66 ab 0,16 a 2,10a 29,39 ab 12,14 a
C. brevissima + BG11-N 90,25 a 29,25 a 2,58 ab 1,49abc 0,11 bc 2,03ab 29,07 ab 11,97 a
N. muscorum + BG11-N sup. 89,25a 25,88ab 2,69 ab 1,48 abc 0,14 abc 1,98ab 32,47 ab 11,99 a
Anabaena sp. + BG11-N sup. 88,00 a 21,38b 2,18 b 1,07 be 0,12 abc 1,70ab 32,36 ab 11,72 a
A. cylindrica + BG11-N sup. 87,75 a 29,13 a 2,89a 1,68 ab 0,14 abc 2,08 a 3394 a 11,26 a
C. brevissima + BG11-N sup. 88,00 a 26,75ab 2,55 ab 1,22 abc 0,13 abc 1,70ab 32,11 ab 11,94 a
A. brasilense 88,00 a 26,00ab 2,46 ab 1,35abc 0,12 abc 1,48 ab 31,71ab 11,62 a
Controle 85,75 a 2150b 2,09b 0,95c¢ 0,09c 1,38 b 28,17b 10,63 a
CV (%) 3,13 15,12 15,32 29,17 21,50 21,74 9,61 10,18
Média 88,28 25,96 2,51 1,40 0,13 1,83 30,71 11,56

Médias seguidas da mesma letra dentro de cada varidvel ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo teste de Duncan. * (p) significativo a 5% de probabilidade de erro pelo
teste F.

I: Inoculantes, MC: Meio de cultura

Fonte: o préprio autor.

Para o teste de germinacdo de sementes de milho inoculadas com
cianobactérias ndo houve diferencas entre as cianobactérias, indicando que estas
nao inibem o crescimento das plantulas de milho. A avaliagdo de plantulas indicou

efeitos positivos para Nostoc muscorum e Anabaena cylindrica, independente dos
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meios de cultura em que foram multiplicadas, com bom desenvolvimento inicial de

plantulas na maioria das variaveis avaliadas.

3.5.3 Ensaio 3: Caracteristicas fitométricas do milho com e sem adubacéao

nitrogenada e inoculado com cianobactérias

Foram observados efeitos significativos isolados para inoculantes (I) e

adubacao (A), nas diferentes variaveis avaliadas em plantas de milho cultivadas em

casa de vegetacao (Tabela 3.3). Interacao significativa entre inoculantes e adubacao

(I+A) foi constatada apenas para a variavel area foliar (AF).

Tabela 3.3 Resumo da analise de variancia (p). Caracteristicas fitométricas de

plantas de milho cujas sementes foram inoculadas com cianobactérias, com e sem

adicdo de N mineral. Londrina PR, 2017.

Var. Ensaio 3
Inoculantes Adubacéo Ix A Erro CV (%)
AP 0,27 0,09 099 0,03 8,75
AIE 0,16 0,09 0,88 0,010 8,83
DC 0,04 0,00 0,99 4,01 12,43
AF 0,00 0,00 0,01  186083,83 8,97
MR 0,00 0,00 0,85 8,72 16,76
VR 0,02 0,00 091 67,66 19,15
MF 0,01 0,00 0,85 7,53 12,6
MC 0,06 0,87 0,42 251,18 18,22
CHL a 0,52 0,00 0,96 18,76 16,55
CHLb 0,00 0,00 0,26 5,64 25,36
N 0,43 0,00 091 571 16,11
P 0,09 0,00 0,23 0,15 19,94
K 0,99 0,00 0,38 13,27 17,28

Altura de planta (AP), altura de insercdo de espiga (AIE), diametro do colmo (DC), area foliar (AF),
massa da raiz (MR), volume da raiz (VR), massa foliar (MF), massa do caule (MC), Clorofila a (Chl a),
Clorofila b (Chlb), Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Inoculantes (1), Adubacéo (A), coeficiente

de variagédo (CV).
Fonte: o préprio autor.

Para diametro do colmo (DC) houve efeitos positivos das cianobactérias N.

muscorum, Anabaena sp., A. cylindrica, e C. brevissima, diferindo-se do tratamento

com A. brasilense e do controle (Tabela 3.4).
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Para a massa da raiz (MR) a inoculacdo de A. cylindrica resultou em maiores
valores, diferindo da inoculacdo com N. muscorum, A. brasilense e do controle. Para
o volume da raiz, ndo houve diferencas entre os inoculantes estudados, com
menores valores apenas para o tratamento controle (Tabela 3.4).

Para a variavel massa foliar (MF), o melhor resultado foi obtido usando a
cianobactéria N. muscorum, diferindo do controle, sendo diretamente relacionado
com a sua producdo. Ja para o teor de clorofila b (CHL b), destacou-se A. cylindrica
sendo estatisticamente superior ao controle (Tabela 3.4).

Mohan et al. (2015), em estudos de 15 cianobactérias isoladas aplicadas
como inoculante em milho mostraram aumento significativo no comprimento da raiz,
nitrogénio total e atividade da Chl-a, revelando que esses isolados de cianobactérias
podem trazer resultados positivos para a cultura de milho e podem revelar-se como
biofertilizantes efetivos.

O uso de cianobactérias aumenta a atividade biolégica na rizosfera das
plantas de milho em termos de bactéria totais, atividade bioldgica, atividade da
desidrogenase e da nitrogenase (GHAzAL et al., 2013), além de algumas espécies ter
atividade aumentada da citocinina e auxina (STIRK et al., 2002), o que pode resultar

na reducéo do uso de fertilizantes quimicos.

Tabela 3.4 Caracteristicas fitométricas de plantas de milho em resposta a inoculacéo
com cianobactérias, na média de dois niveis de adubac&o (com e sem) nitrogenada

aplicada em cobertura. Londrina PR, 2017.

DC MR VR MF CHL b

mm g cm?® g mg g*

N. muscorum 17,83a 16,65bc 41,88a 2397a 10,65ab
Anabaenasp. 17,19a 19,31ab 45, 75a 22,51ab 10,51 ab
A.cylindrica 15,76 a 22,13a 51,88a 23,37ab 11,23a

C. brevissima 1557a 19,81ab 47,00a 21,11ab 8,67 ab
A. brasilense 15,36b 16,48b 41,88a 20,49ab 7,68 ab

Controle 1491b 11,88c 29,38b 19,27 b 7,48 b
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Didametro do colmo (DC), massa da raiz (MR), volume da raiz (VR), massa
foliar (MF), Clorofila b (Chlib).
Fonte: o préprio autor.

INO
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Na tabela 3.5 sdo mostradas as caracteristicas fitométricas de plantas de
milho em resposta a dois niveis de adubacdo (com e sem) nitrogenada aplicada em
cobertura. A auséncia de nitrogénio em cobertura resultou em maior massa da raiz
(MR) e volume de raiz (VR).

Para as variaveis diametro do colmo (DC), massa foliar (MF), Clorofila a
(Chla), Clorofila b (Chlb), Nitrogénio (N), Fésforo (P) e Potassio (K), os maiores
valores foram observados na dose de 60 kg N ha™.

Tabela 3.5 Caracteristicas fitométricas de plantas de milho em resposta a dois niveis
de adubacdo (com e sem) nitrogenada aplicada em cobertura, na média de seis

niveis de inoculacéo. Londrina PR, 2017.

DC MR VR MF CHL a CHL b N P K

DOSES
3 3

mm cm cm g mgg® mgg® gkg® gkg' gkg®

OkgN' 1522B 20,31A 48,71A 20,20B  22,20B 6,01B 10,64B 1,65B 19,38B
60 kgN* 16,98A 15,11B 37,21B 23,37A  30,13A 12,73A 19,023A 2,28A 22,79A

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Diametro do colmo (DC), massa da raiz (MR), volume da raiz (VR), massa
foliar (MF), Clorofila a (Chla), Clorofila b (Chlb), Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K).

Fonte: o préprio autor.

Somente para a variavel area foliar foi observada interacdo entre inoculantes
e adubacdo. Na auséncia de adubac&do nitrogenada de cobertura, as melhores
respostas de area foliar foram obtidas com uso da cianobactéria N. muscorum
(5.771,37 cm?) sendo diferente da A. cylindrica, C. brevissima, A. brasilense e o
Controle. Na dose de 60 kg N ha™, destacou-se a A. cylindrica (6.228,06 cm?), da C.
brevissima, A. brasilense e do Controle (Tabela 3.6).

Para as cianobactérias N. muscorum e Anabaena sp. ndo foram encontradas
diferencas entre as doses de N em cobertura. Ja nos tratamentos com A. cylindrica,
C. brevissima, A. brasilense e o controle obteve-se diferencas, com maior area foliar
na dose de 60 kg ha™ de N.

Em trabalho realizado por Sholkamy et al. (2012) em casa de vegetacao, a
biofertilizacdo por N. muscorum ou N. rivulare aumentou significativamente o
comprimento das raizes e a area foliar do milho isoladamente ou em combinacgéo
com fertilizante 50 e 100 kg ha™* de N. A combinacao de biofertilizac&o e fertilizacdo
nitrogenada, especialmente em 100 kg ha® de N, teve mais efeito sobre o

crescimento do milho em comparacdo com a biofertilizacdo isolada, além do
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aumento da atividade nitrogenase, efeito acontecido na presente pesquisa com a
maior dose de N (60 kg ha™).

Tabela 3.6 Desdobramento da interacdo para area foliar, em resposta a inoculacéo
com cianobactérias em dois niveis de adubacdo (com e sem) nitrogenada aplicada

em cobertura. Londrina PR, 2017.

N. muscorum Anabaenasp. A.cylindrica C. brevissima A. brasilense Controle

Inoc/N - - >
Area foliar (cm”)

0 kgN™ 5771,37aA 4887,60abA 4733,03bcB  3931,29 cdB 3804,69dB  3557,47dB

60 ng'1 5557,55abA 5462,79abA 6228,06a A 4995,18bcA 4526,07cA  4251,62cA
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Mailscula na coluna e
mindscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: o préprio autor.

O diametro do colmo resultou com maior medida com as quatro
cianobactérias melhor que A. brasilense e o controle, sendo positivo para as plantas
pois esta diretamente relacionado com a tolerancia ao acamamento e o aumento da
producdo. Para a massa foliar a Nostoc muscorum, resultou em maior massa que 0s

outros inoculantes usados, sendo diretamente relacionado com a produgéo.

3.5.4 Ensaio 4: Coinoculacdo de cianobactérias com Azospirillum brasilense

em genotipos de milho

Foram encontrados efeitos isolados significativos para inoculacédo (I) e
genadtipos (G) para caracteristicas avaliadas em plantas de milho cultivadas em
casa de vegetacdo (Tabela 3.7). Interacdo significativa entre inoculacdo e

genatipos (1+G), foi observada apenas para a variavel teor de K foliar (Tabela 3.7).
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Tabela 3.7 Resumo da analise de variancia (p). Coinoculacéo de cianobactérias com

Azospirillum brasilense em gendétipos de milho. Londrina PR, 2017.

Ensaio 4

Inoculantes Genétipo Ix G Erro CV (%)
AP 0,12 0,21 0,65 0,03 8,83
AlE 0,01 0,92 0,51 0,01 7,23
DC 0,09 0,12 0,41 6,46 13,50
AF 0,03 0,00 0,54 530935,63 14,21
MR 0,00 0,87 0,94 14,72 18,27
VR 0,00 0,89 0,80 84,47 17,05
MF 0,00 0,18 0,15 18,97 16,24
MC 0,00 0,00 0,27 106,56 16,53
CHL a 0,69 0,91 0,84 9,06 9,56
CHL b 0,00 0,75 0,47 43,25 37,46
N 0,37 0,86 0,97 8,76 13,98
P 0,31 0,20 0,85 0,15 20,17
K 0,23 0,03 0,03 4,60 8,78

Altura de planta (AP), altura da insercdo da espiga (AIE), didmetro do colmo (DC), &rea foliar (AF),
massa da raiz (MR), volume da raiz (VR), massa foliar (MF), massa do caule (MC), Clorofila a (Chla),
Clorofila b (Chlb), Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potéssio (K). Inoculantes (I), Adubacéo (A), Genotipo
(G), coeficiente de variacéo (CV).

Fonte: o préprio autor.

A altura de insercdo de espiga foi superior na coinoculagdo A.
cylindrica+A. brasilense, diferindo do controle (Tabela 3.8). Este resultado difere
do obtido por Liborio (2016) que ndo encontrou diferencas usando A. brasilense,
possivelmente o efeito sinérgico da cianobactéria com A. brasilense pode ter
incrementado a altura de insergéo de espiga.

Para a é&rea foliar, a coinoculacdo entre A. cylindricat+A. brasilense
destacou-se positivamente, diferindo do controle (Tabela 3.8). Pandolfo et al.
(2015) estudando area foliar, ndo encontraram diferencas com a inoculacéo de A.
brasilense, ja nesta pesquisa a coinoculacdo com A. cylindrica, resultou em

diferencas positivas.
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A coinoculacédo entre A. cylindrica+A. brasilense propiciou aumento da
massa da raiz e do volume da raiz, em relacdo com A. brasilense e o controle
(Tabela 3.8).

Foi estabelecida uma pesquisa em casa de vegetacdo usando
cianobactérias N. mucorum e N. rivulare, inoculada em sementes de milho. Os
autores determinaram que a atividade de Nostoc foi significativamente aumentada
em comparacdo com o sistema radicular do milho ndo tratado (SHOLKAMY,
2012).

Foram constatados efeitos positivos da coinoculacdo A. cylindrica+A.
brasilense na variavel massa foliar, diferindo da N. moscorum+A. brasilense e do
controle (Tabela 3.8). Para a variavel massa do caule, a mesma coinoculagéo
resultou em maior valor, apresentando diferencas em relacdo as coinoculagdes N.
muscorum+A. brasilense, Anabaena sp.+A. brasilense e do controle. Em trabalho
efetuado com plantas de milho inoculadas com Azospirillum spp. foram
observados incrementos na massa seca, devido a producdo de substancias
promotoras de crescimento pelas bactérias (REIS JUNIOR et al. 2008).

O efeito dos inoculantes aumentou o teor de clorofila b, com destaque na
coinoculagédo da A. cylindricat+A. brasilense, diferindo-se da N. muscorum+aA.
brasilense, Anabaena sp.+A. brasilense, A. brasilense e o Controle (Tabela 3.8). A
inoculacdo apenas com Azospirillum sp. ndo alterou o conteudo de clorofila das
plantas de milho, corroborando os resultados de Bashan et al. (2014). O aumento

da clorofila b, foi influenciado pela cianobactéria A. cylindrica ou C. brevissima.
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Tabela 3.8 Caracteristicas fitométricas de plantas de milho em resposta a
coinoculacdo com cianobactérias e A. brasilense, média de dois gendétipos de milho.
Londrina PR, 2017.

AlE AF MR VR MF MC CHL b

INOCULANTES

m cm? g cm® g g mg g™

N. muscorum+A. brasilense 1,02ab 4775,60ab 20,00bc 52,50abc 2455b 57,57b 14,98b
Anabaena sp.+A. brasilense 1,04 ab 5136,14 ab 22,04 abc 55,38 abc 26,71 ab 60,14 b 15,84 b
A. cylindrica+A. brasilense 1,12a 5840,45a 2591a 65,00 a 31,69a 7759a 27,16a
C. brevissima+A. brasilense 1,05ab 5412,50ab 22,76 ab 57,50ab 28,50ab 62,71ab 17,68 ab
A. brasilense 1,04 ab 4940,27ab 18,84bc 50,38bc 27,36ab 64,04ab 1575b
Controle 0,97b 4664,79b 16,48¢c 42,63 c 22,14b 52,74b 1392b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Altura da espiga (AE), area foliar (AF), massa da raiz (MR), volume da raiz
(VR), massa foliar (MF), massa do caule (MC), Clorofila b (Chlb).

Fonte: o préprio autor.

Houve diferencas entre os genétipos estudados destacando-se o hibrido em
relagcéo a area foliar e para a variavel massa de caule (Tabela 3.9).

Tabela 3.9 Caracteristicas fitométricas de plantas de milho em resposta a dois

gendtipos, média de seis niveis de inoculagéo. Londrina PR, 2017.

AF MC
cm? g
Var. 4720,45B 56,76 B
Hib. 5536,15 A 68,17 A

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Area foliar (AF), massa do caule (MC).
Fonte: o préprio autor.

Nas coinoculagdes entre N. muscorum+A. brasilense e Anabaena sp.+A.
brasilense maiores teores de K foram obtidos com uso da variedade. Nesse caso
as coinoculagdes com Anabaena sp.+A. brasilense e C. brevissima+A. brasilense
resultaram em maiores teores de K. Ja no hibrido, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos.

A inoculacdo com A. brasilense em milho ndo promoveu efeitos
significativos nos teores de macronutrientes e na produtividade, com excec¢éo dos
teores foliares de célcio e potassio (VASCONSELOS, 2016).
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Tabela 3.10 Desdobramento da interacao para K foliar, em resposta a coinoculacao

com cianobactérias e A. brasilense e gendtipos de milho. Londrina PR, 2017.

N. muscorum Anabaenasp.+ A.cylindrica+ C. brevissima+

. , X : A.brasilense  Controle
Coinoc/Gen. _t A.brasilense  A.brasilense  A.brasilense  A. brasilense

Potassio foliar (g kg™

Var. 25,25ab A 26,75a A 26,00 ab A 26,50a A 24,50 ab A 21,75b A
Hib. 22,00 aB 22,50aB 24,00 a A 2425aA 2525aA 24,25aA

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e
minUscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: o préprio autor.

No ensaio da coinoculacdo de cianobactérias com Azospirillum brasilense
em gendtipos de milho, foram encontrados diferentes efeitos das caracteristicas
fitométricas, independente dos gendtipos estudados. Na maioria das variaveis
obteve maiores respostas no tratamento de coinoculacdo entre A. cylindrica+A.
brasilense, evidenciando o0 potencial desses microrganismos para maior
desenvolvimento da cultura de milho em casa de vegetacdo. Entretanto € necessario
testar-se em campo para corroborar os seus beneficios em termos de produtividade

de graos.

3.6 CONCLUSOES

Todas as cianobactérias tiveram comportamentos diferentes, quanto ao
crescimento destacando-se a Anabaena sp. em meio de cultura BG11l sem N
suplementado com extrato de levedura, para os parametros curva de crescimento,
biomassa seca, teor de clorofila, teor de carotenoides e teor de nitrogénio, no quinto
dia.

Nostoc muscorum e Anabaena cylindrica, independente dos meios de
cultura em que foram crescidas, tiveram efeitos no desenvolvimento inicial de
plantulas de milho, para a maioria das variaveis.

Estudando as caracteristicas fitométricas da inoculacdo de sementes de
milho usando cianobactérias com e sem nitrogénio em cobertura, foram encontrados
efeitos significativos isoladamente para inoculantes em diferentes varidveis avaliadas
em casa de vegetacdo. Para a variavel didametro do colmo, as quatro cianobactérias
isoladamente responderam melhor que A. brasilense e o controle. Ja para a massa

foliar, destacou-se a Nostoc muscorum.
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As cianobactérias associadas ao Azospirilum brasilense tém alto
potencial para favorecer a cultura do milho, pelo aumento da massa e volume
radicular, assim como o incremento da massa e area foliar.

Houve diferencas entre o0s comportamentos das caracteristicas
fitométricas, independente dos gendtipos estudados, apontando na maioria das
variaveis estudadas que a coinoculacdo entre Anabaena cylindrica e Azospirillum

brasilense, com grande potencial de uso na cultura de milho.
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4 ARTIGO B

CIANOBACTERIAS NO DESENVOLVIMENTO E DESEMPENHO PRODUTIVO DO
MILHO CULTIVADO SOB DOSES DE NITROGENIO

4.1 RESUMO

O uso de inoculantes a base de microrganismos diazotréficos é uma alternativa para
a diminuicdo do uso e aumento da eficiéncia de fertilizantes nitrogenados,
principalmente em cereais que sao culturas exigentes e responsivas ao nutriente.
As cianobactérias, microrganismos procariéticos fotossintetizantes, tém a
capacidade de fixar o N, atmosférico pelo processo da fixacdo biolégica, entretanto,
sao pouco estudadas como inoculante. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
desenvolvimento e desempenho produtivo do milho cultivado em diferentes doses de
nitrogénio de cobertura em resposta a inoculacdo com cianobactérias (Anabaena
cylindrica e Nostoc muscorum) em duas safras de cultivo. A cultivar de milho
utilizada foi a variedade IPR164. Foram testados 16 tratamentos, utilizando-se o
delineamento experimental em blocos casualizados com quatro repeticbes, em
arranjo fatorial 4x4, correspondente a quatro niveis de adubacdo em cobertura (O,
30, 80 e 130 kg ha™) com 20 kg ha™* N na base, totalizando 20, 50,100 e 150 kg ha™
N e quatro niveis de inoculagdo (sem inoculacdo, Anabaena cylindrica, Nostoc
muscorum, e inoculante comercial a base de Azospirillum brasilense). Foram
avaliadas: altura de planta, altura de insercéo da espiga, diametro do colmo, indice
de éarea foliar, clorofila foliar, teor foliar de N, P e K, numero de fileiras de graos por
espiga, numero de graos por fileira, nimero de graos por espiga, numero de espigas
por plantas, teor de N nos gréos, massa de 1000 gréos e produtividade de gréos. As
caracteristicas fitométricas e desempenho produtivo do milho ndo foram alteradas
pela interacdo entre doses de N e inoculantes, demonstrando que as doses de N
ndo interferem na atuacdo das cianobactérias. A inoculagdo com Anabaena
cylindrica favoreceu o desenvolvimento e o desempenho produtivo do milho e
resultou em incremento na produtividade de grdos em 912,00 kg ha™ (20,46%) na
safra 1 e de 1020,00 kg ha™ (21,11%) na safra 2, em relacdo ao controle.

Palavras chave: Anabaena cylindrica, Nostoc muscorum, caracteristicas
fitométricas, componentes de producgdo, bactérias promotoras de crescimento de
plantas, Zea mays.
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CYANOBACTERIA IN THE DEVELOPMENT AND PRODUCTIVE PERFORMANCE
OF MAIZE CULTIVATED UNDER NITROGEN DOSES

4.2 ABSTRACT

The use of inoculants based on diazotrophic microorganisms is an alternative to
decrease the use and increase the efficiency of nitrogen fertilizers, especially in
grains that are demanding and nutrient responsive crops. The cyanobacteria,
photosynthetic prokaryotic microorganisms, have the capacity to fix the atmospheric
N, by the process of biological fixation, however, have been little studied as
inoculant. The objective of this work was to evaluate the development and productive
performance of maize grown at different rates of nitrogen in topdress in response to
inoculation with cyanobacteria (Anabaena cylindrica and Nostoc muscorum) in two
crop seasons. The maize cultivar was IPR164 variety. Sixteen treatments were
tested using a randomized complete block design with four replications, in a 4x4
factorial arrangement, corresponding to four levels of topdress N fertilization (0, 30,
80 and 130 kg ha*) with 20 kg ha™ N at sowing, totaling 20, 50,100 and 150 kg ha™
N and four levels of inoculation (without inoculation, Anabaena cylindrica, Nostoc
muscorum, and commercial inoculant based on Azospirillum brasilense). Plant
height, stem insertion height, stem diameter, leaf area index, leaf chlorophyll, leaf
content of N, P and K, number of rows per ear, number of grains per row, number of
grains per ear, number of ear per plant, N content in the grain, mass of 1000 grains
and grain yield were assessed. The phytometric characteristics and yield of maize
were not altered by the interaction between N doses and inoculants, demonstrating
that N doses do not interfere with cyanobacteria performance. The inoculation with
Anabaena cylindrica favored the development and yeld performance of maize and
resulted in an increase in grain yield of 912 kg ha™ (20.46%) in the season 1 and
1020 kg ha™ (21.11 %) in season 2, in relation to the control.

Keywords: Anabaena cylindrica, Nostoc muscorum, phytometric characteristics,
yield components, plant growth-promoting bacteria, Zea mays.
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4.3 INTRODUCAO

O milho é cultivado amplamente em todas as zonas agro-ecoldgicas das
regibes aridas, semi-aridas, temperadas e tropicais do mundo. E um dos cereais
mais importantes mundialmente para a seguranca alimentar e é particularmente
importante nas dietas dos paises menos favorecidos da Africa e da América Latina.
E usado diretamente para consumo humano, ragdo animal, forragens, producéo de
Oleo, processamento industrial de alimentos, farmacéutico e biocombustiveis
(NEENAN et al., 1973; DOwsELL et al., 1996; SHIFERAW et al., 2011; ADIAHA et al.,
2016; SHARMA;MEHTA, 2016).

Entre os gendtipos modernos de milho, estdo os hibridos e variedades de
polinizagdo abertas melhoradas, caso em que s&o desenvolvidos fendtipos
relativamente uniformes, mas sem homogeneidade genética dos hibridos (IVERSEN et
al., 2014). Embora as variedades geralmente produzam menos que os hibridos
modernos, sdo mais adequadas para sistemas agricolas que utilizam menor aporte
de insumos. A maior variabilidade genética dessas variedades traz mais
adaptabilidade e rusticidade, além do fato de que o agricultor pode produzir suas
préprias sementes para a proxima safra, reduzindo significativamente os custos de
producéo (LANA et al., 2017).

Apos o carbono, o nitrogénio (N) é o elemento necessario em maiores
quantidades pelas plantas: cerca de 1-5% da matéria seca total da planta é
constituida por N, que é um componente de proteinas, acidos nucleicos, clorofila, co-
enzimas, fitorménios e metabdlitos secundarios. Embora a adubacdo nitrogenada
proporcione aumento do rendimento de gréos, esta técnica por ter elevado custo
para os agricultores (JAMA et al.,, 2017), sendo necesséaria a diminuicdo da
guantidade das doses de N para tornar o cultivo mais econdmico. Por sua vez, a
baixa eficiéncia de uso de nitrogénio e os impactos ambientais adversos causados
pela fertilizagdo nitrogenada ameacam cada vez mais a sustentabilidade da
agricultura (DUAN et al., 2014).

O N3 s6 pode ser usado como fonte de N pelas plantas que sdo capazes de
formar simbiose ou associacdo com bactérias que fixam N, (HAWKESFORD et al.,
2012), capazes de reduzir o N, atmosférico, tornando-o prontamente disponivel as
plantas. Dentre esses microrganismos o género Azospirillum tem sido o mais

estudado na ultima década (RADWAN et al., 2004). Estirpes de Azospirillum
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brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) tém sido amplamente usadas como inoculante comercial
no Brasil (Fukami et al., 2017), especialmente para as Poaceas como milho e trigo
(HUNGRIA et al.,, 2010; MARKS et al., 2015; Fukam! et al., 2016). Existem alguns
microrganismos procaridticos fotossintetizantes chamados de cianobactérias que
também tém a capacidade de fixar o N, atmosférico pelo processo de fixacéo
biolégica de Nitrogénio (FBN), podendo ser utilizadas em substituicdo potencial aos
fertilizantes nitrogenados. Entretanto, ainda s&o pouco explorados como inoculantes
para as diferentes culturas.

Cianobactérias tais como Nostoc, Tolypothrix, Anabaena e Aulosira, tém a
capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico e enriquecer a fertilidade do solo (SAHU
et al.,, 2012). Assim, as cianobactérias podem contribuir para o aumento da
produtividade das culturas pela disponibilizagéo de nitrogénio.

A inoculacdo com cianobactérias pode beneficiar a cultura do milho,
suprindo a necessidade de N pela cultura, reduzindo doses do fertilizante
nitrogenado, tornando-se o seu estudo de relevancia ambiental e econémica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e desempenho
produtivo do milho cultivado sob diferentes doses de nitrogénio de cobertura em
resposta a inoculacdo com cianobactérias (Anabaena cylindrica e Nostoc muscorum)

em duas safras de cultivo.
4.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em duas safras agricolas (segunda safra
em 2016 e primeira safra em 2016/17 , no Instituto Agronémico do Parana em um
Latossolo Vermelho Distroférrico, muito argiloso (810 g kg™*de argila) de acordo com
o Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos (SANTOS et al., 2013), localizado no
municipio de Londrina (PR), coordenadas geograficas 23°23' S e 51° 11' W, altitude
média 566 m e clima, segundo classificacdo de Kdppen, do tipo Cfa - subtropical
uamido.

As caracteristicas fisico-quimicas do solo na profundidade de 0-20 cm eram: pH
(CaCl, 0,01 mol L™) 4,65; 6,94 cmol, dm™ de H" + AI**; 3,14 cmol. dm™ de Ca**; 1,25
cmol. dm™ de Mg**; 0,32 cmol, dm™ de K*; 11,65 cmol. dm™ de CTC; 40,43% de
saturacdo por bases; 3,99 mg dm™ de P (Mehlich-1); 17,21 g dm™ de C; 81%, 13% e

60%, respectivamente, argila, silte e areia. Os dados meteoroldgicos de precipitacao
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pluvial e temperaturas durante a conducdo dos experimentos foram obtidos junto a
estacao meteoroldgica do IAPAR (Figura 4.1).

Figura 4.1 Precipitacdo pluvial e temperaturas do ar, maxima e minima (T max e T
min) no municipio de Londrina Parana, referente aos periodos experimentais
(04/03/2016 a 02/08/2016) Safra 1 (A) e (29/09/2016 a 28/02/2017) Safra 2 (B), com
indicacdo da semeadura (S), inicio do florescimento (F) e colheita (C), Londrina-PR,
2017.
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A cultivar de milho utilizada foi a variedade IPR164, ciclo precoce, porte
médio de 2,30 m, indicada para cultivo no verdo (primeira safra) e safrinha
(segunda safra) no Parana.

Foram testados 16 tratamentos em delineamento experimental em blocos
casualizados com quatro repeticdes, em arranjo fatorial 4x4, correspondente a
quatro niveis de adubac&o nitrogenada em cobertura (0, 30, 80 e 130 kg ha™) com
20 kg de N ha™ na base, totalizando 20, 50,100 e 150 kg ha™ N, combinando com
o controle (sem inoculacdo) e trés inoculantes, sendo duas cianobactérias
(Anabaena cylindrica e Nostoc muscorum) e um inoculante comercial
(Azospirillum brasilense).

As cianobactérias foram obtidas do Banco de Cultivos do Laboratério de
Cianobactérias e Ficotoxinas da Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, com capacidade de fixar N, atmosférico, por
produzir altas biomassas em crescimento sem qualquer forma de N combinado na
agua do meio de cultivo. O Azospirillum brasilense usado foi o inoculante
comercial Azototal da empresa Total Biotecnologia (estirpes AbV5 e AbV6 com
2,0 x 10® UFC mL™).

Para a manutencdo e crescimento das cianobactérias foi usado o meio de
cultura BG11 (STANIER et al., 1971) sem nitrogénio, em camara de crescimento
durante 30 dias, com fotoperiodo de 12 h e temperatura controlada de 30,0 + 2,0°C
na fase luminosa, e 22,0 £ 2,0°C na fase escura. A densidade de fluxo de fotons da
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR - photosynthetically active radiation) foi de
100 + 20 UE m™ s™ medidos com porémetro Licor (INC modelo LI-1600), sendo esta
fornecida por lampadas fluorescentes tubulares, dispostas paralelamente na parte
superior dos recipientes para o cultivo das cianobactérias.

As cianobactérias, depois de 30 dias de crescimento, foram concentradas
pela centrifugagédo a 4000 x g (modelo Z383 HERMLE K) durante 10 min a 25,0
°C, e diluidas em meio BG11 sem N até atingir a concentracdo de 102 UFC mL™.
As sementes foram inoculadas previamente a semeadura. A dose aplicada foi de
5 mL para 1 kg de sementes, com estimacdes tedricas de 27.0000 células por
semente (HUNGRIA et al., 2010). A inoculacdo consistiu em se colocar as
sementes e o0 produto em saco plastico, com posterior agitacdo para distribuicéo

homogénea do inoculante.
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As parcelas foram constituidas de seis linhas de semeadura com seis
metros de comprimento, com espacamento entre linhas 0,90 m e espacamento
entre plantas de 0,14 m (77.777 plantas por hectare). A area de cada parcela foi
de 32,4 m?, com &rea util delimitada pelas quatro linhas centrais, totalizando 13,5
m?2.

A semeadura foi realizada manualmente, em sistema de plantio direto. A
adubacao de base foi constituida pela aplicagdo das fontes superfosfato triplo
(120 kg ha™ de P,0s), cloreto de potassio (50 kg ha™ de K,0) e ureia (20 kg ha™
de N). A adubacéo de cobertura foi realizada aos 35 dias apds a emergéncia das
plantulas (estddio V6) de acordo com as doses pré-estabelecidas nos
tratamentos.

Foram realizados os tratos culturais e o manejo de plantas daninhas,
pragas e doencas de acordo com as recomendacdes do Sistema de Producéo da
Cultura do Milho (EMBRAPA, 2015).

As medidas das caracteristicas fitométricas foram iniciadas depois de 50%
de florescimento das plantas, em que foram tomadas dez plantas ao acaso dentro
da area util. Foram avaliadas a altura de planta (AP) e de insercao de espigas (AIE)
em cm, por meio da medida da distancia entre a superficie do solo e a base do
pend&o e da espiga principal, respectivamente. As mesmas plantas foram utilizadas
para a avaliagdo do diametro do colmo (DC) em mm, o qual foi medido com ajuda de
um paquimetro digital no terco mediano do segundo internédio a partir da base da
planta, no sentido do menor diametro.

A avaliacdo do indice de area foliar (IAF), expresso em m?de folha por m? de
superficie do solo, foi efetuada no estadio VT, usando um medidor de area foliar
laser (CI-203, CID, Bio-Science, USA) com duas leituras por folha, amostrando-se
cinco plantas escolhidas aleatoriamente na area util. Os valores foram calculados
conforme a expressdo do IAF proposta por Francis et al. (1969). Neste estadio,
foram coletadas trés folhas indice de cada parcela e secas em estufa com circulacéo
forcada de ar (60+2 °C), por 72h, para serem trituradas para determinacdo do teor
de N, P e K foliar (EMBRAPA, 2009).

Para determinacdo do contetdo foliar de clorofila (mg g), amostras de 0,2 g
de tecido foliar fresco de trés plantas foram preparadas e os extratos filtrados, sendo
efetuadas leituras em espectrofotdmetro (663 e 645 nm para clorofila total) baseado
na metodologia de Witham et al. (1971) e Meschede et al. (2011).
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Ao final do ciclo da cultura (150 dias), foram colhidas as espigas na area Uutil
das parcelas determinando-se a prolificidade que é o niumero de espigas por plantas
(PROL). Foram separadas aleatoriamente dez espigas de cada parcela, nas quais
foram avaliadas por meio da contagem o numero de fileiras de grdos por espiga
(NFE), o numero de gréos por fileira (NGF) e o numero de gréaos por espiga (NGE).

A massa de 1000 grdos, expressa em gramas, foi determinada apos a
debulha dos gréos das espigas de cada parcela util, de acordo com Brasil (2009). A
produtividade de graos foi obtida por meio da pesagem dos grdos colhidos na area
atil da parcela experimental, com umidade corrigida para 13% (umidade de
armazenamento para grdos de milho) e ajuste dos dados para kg ha™. O teor de N
dos gréos foi determinado segundo Miyazawa (1992).

Foi realizada andlise de normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e Hartley, respectivamente. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, utilizando o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011). As curvas de produtividade de grdos de milho, foram

avaliadas pela analise de regressao usando o software SIGMA PLOT® 12.5.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para doses de N em cobertura e inoculacdo foram observados efeitos
significativos em diferentes caracteristicas avaliadas nas duas safras de cultivo
(Tabela 4.1). N&o foi constatada interacdo significativa entre doses de N e
Inoculagbes (D x 1) para nenhuma das caracteristicas avaliadas. Portanto, as
caracteristicas fitométricas e desempenho produtivo do milho ndo foram alteradas
pela interacdo, demonstrando que as doses de N empregadas em cobertura nao
interferem na acdo dos microrganismos promotores de crescimento avaliados. De
maneira similar, no estudo efetuado por Dartora et al. (2013) ndo houve interacao
significativa entre a inoculacdo de A. brasilense e H. seropedicae com a adubacéo
nitrogenada para as caracteristicas fitométricas e de producdo de milho. J& Galindo
et al. (2016) encontraram interagcao entre doses de N e inoculagédo, destacando que
até 200 kg ha* N houve maior rendimento de grdos para o milho que foi inoculado

com A. brasilense.
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Tabela 4.1 Resumo da andlise de variancia (p) das caracteristicas fitométricas,
componentes de producéo, e produtividade da cultura do milho inoculado com duas
cianobactérias e com Azospirillum brasilense, sob diferentes doses de nitrogénio em
cobertura. Londrina PR, 2017.

Var. Doses N Inoculantes Dx | Erro CV (%)
Safral Safra?2 Safral Safra?2 Safral  Safra?2 Safra l Safra 2 Safral Safra 2
AP 0,02 0,18 0,00 0,01 0,54 0,86 65,98 0,01 4,55 5,49
AlE 0,47 0,33 0,05 0,01 0,81 0,97 74,84 35,74 10,03 6,75
DC 0,71 0,60 0,04 0,03 0,67 0,95 2,30 2,70 8,17 8,06
IAF 0,49 0,88 0,05 0,02 0,99 0,94 0,16 0,20 8,54 10,79
Chl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 0,82 11,91 13,96 8,91 9,54
0,62 0,45 0,00 0,12 0,77 0,95 3,23 4,49 7,62 9,08
0,35 0,09 0,31 0,00 0,90 0,97 0,02 0,04 4,79 7,19
0,37 0,95 0,29 0,14 0,83 0,89 4,00 3,84 7,88 8,42
NFE 0,55 0,33 0,01 0,17 0,52 0,49 0,49 0,69 4,92 5,81
NGF 0,30 0,99 0,93 0,07 0,47 0,36 7,56 5,75 8,62 6,45
NGE 0,56 0,20 0,83 0,08 0,64 0,32 4003,43  3792,12 16,96 13,90
PROL 0,49 0,17 0,97 0,89 0,63 0,76 0,00 0,01 3,75 8,18
NG 0,61 0,10 0,05 0,04 0,91 0,96 1,07 1,47 8,43 8,72
MMG 0,59 0,00 0,02 0,08 0,99 0,24 2361,73 249355 11,12 12,89
PROD 0,47 0,00 0,00 0,00 0,69 0,85 464928,7 600426,4 14,04 15,67

Altura de planta (AP), altura da insercao de espiga (AIE), didametro do colmo (DC), indice de area
foliar (IAF), clorofila (Chl), Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), nimero de fileiras de gréos por
espiga (NFE), nimero de graos por fileira (NGF), numero de gréos por espiga (NGE), nUmero de
espigas por plantas (PROL), teor de Nitrogénio do grdo (NG), massa de 1000 graos (MMG),
produtividade (PROD). Doses (D), Inoculantes (). Coeficiente de variacao (CV).

Fonte: o préprio autor.

Na tabela 4.2 sdo apresentadas caracteristicas fitométricas e componentes
de producdo na cultura do milho em resposta a inoculacdo com cianobactérias e
com Azospirillum brasilense (Abr). Na safra 1 nota-se, para a variavel altura de
planta (AP), efeitos positivos das cianobactérias Nostoc muscorum (Nmu) e
Anabaena cylindrica (Acy), em relacdo ao controle. Observa-se que a inoculagéo
com a cianobactéria Acy foi melhor que o controle, com maiores didmetros do colmo
(DC), indice de area foliar (IAF), massa de mil grdos (MMG) e nitrogénio no grao
(NG). Para o teor de clorofila foliar (CHL) houve respostas similares quando foram
usadas as cianobactérias Nmu e Acy, sendo superiores do Abr e o controle.

Quanto ao teor foliar de N, ndo houve diferencas entre os inoculantes

estudados, que se mostraram superiores ao controle. O inoculante comercial Abr foi
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superior no numero de fileiras por espiga (15) que a inoculagdo com as

cianobactérias estudadas e o controle (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Caracteristicas fitométricas e componentes de produ¢do na cultura do
milho em resposta a inoculagcdo com cianobactérias e Azospirillum brasilense, média

de quatro doses de nitrogénio. Londrina PR, 2017.

SAFRA 1
AP AIE DC IAF CHL N P NFE MMG NG
INO
cm cm mm m%m?>  mgg® gkg' gkg' namero g gkg™®

Nmu  182,88A 88,81™ 18,56AB  4,74AB  41,87A 23,97A 2,68™ 13,75B 447,58AB 12,35AB
Acy 180,25A 86,33™ 19,19A 4,89A 42,21A 24,50A 2,62 14,00B 463,79A 12,65A
Abr 178,56AB 87,56™ 18,78AB  4,71AB 37,58B 23,84A 2,69™ 15,00A 426,09AB 12,53AB

Ctr 172,25B 80,88™ 17,65B 4,49B 33,27C 21,94B  2,63™ 14,25AB  411,33B 11,67B

SAFRA 2
Nmu  1,77AB 89,37AB  20,15AB  4,17AB 38,68B 23,12™ 2,78B 14,25™ 366,18™ 13,74AB
Acy 1,85A 92,35A 21,41A 4,46A 45,95A 24,32 2,99A 14,50™ 377,03™ 14,61A
Abr 1,77AB 88,00AB  20,33AB  4,02B 39,12B 23,33 2,81AB 14,75™ 396,08™ 13,84AB
Ctr 1,72B 84,81B 19,69B 4,03B 32,85C 22,50™ 2,70B 14,50™ 409,87™ 13,34B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Altura de planta (AP), altura de insercdo da espiga (AIE), diametro do colmo
(DC), indice de area foliar (IAF), clorofila (Chl), Nitrogénio (N), Fésforo (P), nimero de fileiras de
graos por espiga (NFE), massa de 1000 grdos (MMG), teor de Nitrogénio dos grdos (NG). Nostoc
muscorum (Nmu), Anabaena cylindrica (Acy), Azospirillum brasilense (Abr), Tratamento controle (Ctr).
Fonte: o préprio autor.

Na Safra 2 (Tabela 4.2), verificam-se efeitos positivos para as variaveis AP,
AIE, DC, e NG com a cianobactéria Acy, diferindo-se somente do controle. Para o
IAF, nota-se melhor efeito usando a cianobactéria Acy, diferindo dos tratamentos Abr
e controle. Analisando a CHL sdo mostrados efeitos positivos somente para a
inoculagdo com Acy. Para o teor foliar de P, maior valor foi observado com a
inoculagédo da Acy, em relacdo a Nmu e controle (Tabela 4.2).

Alguns trabalhos relatam os efeitos da inoculagdo em medidas fitométricas
do milho. Silva Libério (2016) e Pandolfo et al. (2015) mencionam que a inoculacao
de A. brasilense no milho ndo altera a altura de plantas e altura de insercdo da
espiga, como observado neste estudo com aplicagdo de Abr. Maqubela et al. (2009)
e Prasanna et al. (2016), usando cianobactérias dos géneros Nostoc e Anabaena,

encontraram respostas para o crescimento de plantas de milho, corroborando no
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presente estudo com a aplicacdo da Acy e Nmu, diferindo do controle. Pandolfo et
al. (2015), estudando o efeito da inoculacdo das sementes de milho com a bactéria
A. brasilense, ndo obtiveram respostas significativas para o diametro de colmo e
indice de area foliar, em comparacéo aos obtidos pela cianobactéria Acy.

Os teores de clorofila e nutrientes sdo parametros importantes para prever a
producdo do milho e, a inoculagdo com microrganismos podem influencia-los. A
inoculagdo com Abr ndo alterou o conteudo de clorofila das plantas do milho,
corroborando os resultados relatados por Bashan et al. (2014) e Longhini et al.
(2016), diferindo das cianobactérias Nmu e Acy para a safra 1 e de Acy para a safra
2. Sarig et al. (1988), Galindo et al. (2016), Hungria et al. (2010) e Longhini et al.
(2016) mostraram que a inoculagdo com Azospirillum aumentou os teores de N, P e
K no milho. Similarmente, a aplicacdo de cianobactérias como inoculante ajuda na
absorcdo de macro e micronutrientes, favorecendo as comunidades microbianas na
rizosfera de hibridos de milho, com economia em fertilizantes quimicos (GHAzAL et
al., 2013; PRASANNA et al., 2015; PRASANNA et al., 2016).

Hungria et al. (2010), em ensaios com inoculagdo com bactérias do género
Azospirillum, ndo observaram aumentos do conteddo de N nos grdos de milho,
corroborando os dados obtidos nesta pesquisa para o tratamento com A. brasilense.
Entretanto, a inoculagcdo com Acy resultou em maior teor de N nos gréos, nas duas
safras, evidenciando assim maior eficiéncia de aproveitamento do N aplicado, por
efeito da cianobactéria. Cavallet et al. (2000), estudando a inoculacdo a base de
Azospirillum spp. e diferentes doses de nitrogénio na cultura do milho, mencionam
que ndo houve efeitos sobre o numero de fileiras de graos por espiga, diferindo da
presente pesquisa em que foram encontrados efeitos na safra 1.

As médias das caracteristicas fitométricas e componentes de producdo na
cultura do milho em resposta as quatro doses de N em cobertura sdo apresentadas
na tabela 4.3. Na safra 1, a variavel AP, apresentou maior valor na dose de 130 kg
ha’ N. As doses de 30 e 80 kg ha™ N, mostraram comportamento semelhante, para
a CHL. Na safra 2, sdo mostrados efeitos nas doses 80 e 130 kg ha™* N, para teor de
CHL de igual maneira, nas mesmas doses foram encontradas respostas para MMG,

valores superiores aos encontrados na dose 0 kg ha™ N.
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Tabela 4.3 Caracteristicas fitométricas e componentes de producdo na cultura do
milho em resposta a quatro doses de nitrogénio, na média de inoculacdo com

cianobactérias e Azospirillum brasilense. Londrina PR, 2017.

SAFRA 1
Dose N AP CHL MMG
kg ha™
9 cm mg g™ g
0 175,94ab  35,94b 428,90™

30 180,63ab  39,53a 434,57
80 174,63b 41,29a 434,14
130 182,75a 38,19ab  451,19™

SAFRA 2
0 1,75™ 35,25b  359,24b
30 1,79™ 38,55ab  370,65ab
80 1,76™ 41,23a 412,47a
130 1,82" 41,56a 406,79a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Altura de planta (AP), Clorofila (Chl), Massa de 1000 grdos (MMG).
Fonte: o proprio autor.

Ferreira Gomes et al. (2007) n&o verificaram efeito sobre a massa de mil
grdos com o aumento da dose de N aplicada a cultura do milho. Os mesmos autores
mencionam que a dose de 150 kg ha’ N proporcionou maiores valores de
rendimento de gréos, teor de N nas folhas, peso de gréos por espiga e altura de
plantas.

Torres et al. (2015) mencionam que a adicdo de N promove ainda mais o
desenvolvimento de plantas de milho, aumenta os niveis de clorofila e nutrientes,
massa de 1000 grdos e produtividade, com grande efeito na presenca de A.
brasilense. Ja na presente pesquisa, ndo foram obtidos efeitos do N na
produtividade do milho.

Observa-se que a inoculacdo com Acy, promoveu as maiores medias de
producao, tanto para a safra 1 quanto para a safra 2, em relacéo ao controle (Tabela
4.4). Comparando-se as doses de N, houve diferengas positivas na safra 2,
destacando-se a dose de 130 kg ha™ N com 5.645 kg ha™ de gréos, diferindo das
doses de 0 e 30 kg ha™ N.

A inoculacdo com a cianobactéria Anabaena cylindrica resultou em

incremento em relacdo ao tratamento controle de 912 kg ha™(20%) de grdos de
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milho na safra 1 e de 1.019 kg ha*(21%) na safra 2 (Tabela 4.4), demostrando ser

superior a inoculagdo com Azospirillum brasilense nas duas safras avaliadas.

Tabela 4.4 Produtividade (kg ha) e incremento de grdos de milho inoculado com
cianobactérias e Azospirillum brasilense sob quatro doses de nitrogénio em
cobertura. Londrina PR, 2017.

SAFRA 1 SAFRA 2
Inoc/ Dose Dose N (kg N ha™) Dose N (kg N ha™)
0 30 80 130 - 0 30 80 130 -
— Média Média
Produtividade kg ha™ kg N ha™
Nmu 4918 4997 4877 4791 4896AB 4494 4437 5406 5526 4966AB
Acy 4986 5357 6108 4996 5362A 4741 5320 5729 6100 5473A
Abr 4719 4518 4717 4933  4722AB 3699 4580 5629 5660 4892AB
Ctr 4196 4392 4615 4595 4449B 3563 4436 4516 5296 4453B
Média 4705 4816 5079 4829 4124c 4693bc 5320ab 5645a
Incremento kg ha™ (%) kg ha™ (%)
Nmu 721(17) 604(14) 262(6)  196(4) 446(10) 930(23) 0,84(0) 890(17) 229(4) 513(11)
Acy 789(19) 965(22) 1493(32) 401(9) 912(20) 1177(29) 884(19) 1213(23) 804(14) 1019(21)
Abr 523(12) 125(3) 102(2)  337(7) 272(6) 136(3)  144(3) 1113(21) 364(6) 439(8)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e
minUscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Nostoc muscorum(Nmu),
Anabaena cylindrica (Acy), Azospirillum brasilense (Abr), Tratamento controle (Ctr).

Fonte: o préprio autor.

Repke et al. (2013) mencionam que a inoculacédo da bactéria diazotréfica A.
brasilense via inoculacéo liquida nas sementes, acompanhada ou ndo de doses de
fertilizante nitrogenado, néo interfere no desenvolvimento de plantas e na
produtividade da cultura do milho transgénico, divergindo dos resultados observados
neste estudo com uma variedade.

Hungria et al. (2010) estudaram nove estirpes de Azospirillum na inoculacdo
com milho, obtendo incrementos na produtividade de 24 a 30%, correspondendo a
662 a 823 kg ha™, mencionando que quando comparada a fertilizacdo nitrogenada
ao uso da inoculacdo com A. brasilense, a fertilizacdo ndo reduz o potencial do
inoculante. Cavallet et al. (2000) também obtiveram resultados positivos,
constatando aumento de 17% na produtividade de grdos de milho, de 5211 para
6067 kg ha® com o uso do inoculante. Esses valores mencionados nas duas
pesquisas relatadas anteriormente diferem dos resultados obtidos no presente

estudo com A. brasilense.
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Campos et al. (2000) com a utilizacdo do inoculante, contendo bactérias do
género Azospirillum (Graminante®), ndo obtiveram resposta para rendimento de
grdos. Isso pode ser atribuido ao efeito da resteva da leguminosa, que
provavelmente minimizou os efeitos do nitrogénio entre os tratamentos, fornecendo
esse nutriente através da decomposicdo de seus residuos, com baixa relacdo
carbono/nitrogénio. Ja Dobbelaere et al. (2003) obtiveram respostas positivas com a
inoculacdo com A. brasilense, inclusive em altos niveis de nitrogénio, indicando que
as respostas do milho ndo ocorrem apenas em razdo do N; fixado, mas, também, da
producado de outras substancias promotoras de crescimento.

Diaz-Zorita et al. (2015) demonstraram, em diversos estudos de campo,
principalmente na América Latina e na Asia, 0 aumento na produtividade de gréos
de culturas inoculadas com Azospirillum sp. principalmente em cereais. Observaram
que a maioria dos estudos foi realizada com culturas de cereais (86,7%),
principalmente milho irrigado. Entre todas as culturas relatadas, a resposta média a
inoculagdo com Azospirillum sp. foi de 10,0% de aumento na produgédo de gréos,
com maiores rendimentos para cereais de inverno (14,0%) que cereais de verao
(9,5%) ou leguminosas (6,6%). Em relacéo a inoculacdo usando Anabaena cylindrica
da presente pesquisa foram alcancadas maiores porcentagens que os obtidos na
literatura para Azospirillum.

Prasanna et al. (2016), avaliando o rendimento de grdos de milho, nao
encontraram efeitos da inoculagcdo com cianobactérias em relacédo ao controle, ja na
presente pesquisa foram encontradas melhores respostas com uso da cianobactéria
Acy.

Os resultados demostraram beneficios da inoculacdo da cianobactéria
Anabaena cylindrica na variedade de milho IPR164, destacando-se tanto na Safra 1
como na Safra 2, especialmente em termos do teor de N nos grdos e da
produtividade de graos, sendo que na Safra 2 foi obtida maior produtividade,
provavelmente por apresentar melhores condi¢des climaticas (verdo) para a cultura.
Apesar do Azospirillum brasilense ser um inoculante comercial recomendado pelos
seus efeitos positivos a cultura do milho, resultou o0 seu uso em menor produtividade
do gréo que as cianobactérias usadas. Assim, se faz necessario mais pesquisas
aplicando cianobactérias como inoculante nas sementes do milho em diferentes

genotipos e ambientes, para validar a resposta da cultura a tecnologia.
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4.6 CONCLUSOES

A inoculagdo com cianobactérias, favoreceu o desenvolvimento e o
desempenho produtivo do milho IPR164, destacando-se a cianobactéria Anabaena
cylindrica.

As caracteristicas fitométricas e desempenho produtivo do milho ndo foram
alteradas pela interacdo entre doses de N e inoculantes, demonstrando que as
doses de N nao interferem na atuacdo das cianobactérias.

A inoculacdo com Anabaena cylindrica resultou em incremento na
produtividade de 912 kg ha™(20,46%) na segunda safra (safrinha) e de 1020 kg ha™
(21,11%) na primeira safra (verao), em relagéo ao controle.
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5 ARTIGO C

COINOCULACAO DE Anabaena cylindrica com Azospirillum brasilense NO
DESENVOLVIMENTO E DESEMPENHO PRODUTIVO DE HIBRIDOS DE MILHO

5.1 RESUMO

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes mais requeridos para a expressao do potencial
produtivo do milho. Algumas espécies de cianobactérias tém a capacidade de fixar N
atmosférico, podendo isoladamente ou em associacdo com outros microrganismos,
como o Azospirillum, promover o crescimento e o0 desempenho produtivo da cultura,
com respostas variaveis de acordo com o hibrido utilizado. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacdo e coinoculacdo da cianobactéria
Anabaena cylindrica com Azospirillum brasilense no desenvolvimento e desempenho
produtivo de quatro hibridos de milho. Os experimentos foram conduzidos a campo
em dois locais (Londrina-PR e Faxinal-PR) sob o delineamento experimental de
blocos casualizados, em arranjo fatorial 4x4, com quatro repeticdes. Foram
avaliados quatro niveis de inoculacdes (Anabaena cylindrica+Azospirillum
brasilense, Anabaena cylindrica, Azospirillum brasilense e um controle né&o
inoculado) em quatro hibridos de milho (512 PW, 2A620 PW, 2B810 PW, Status
Viptera 3). Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: altura de planta, altura de
insercdo de espigas, didmetro do colmo, indice de area foliar, indice de clorofila,
teores foliares de nitrogénio, fésforo e potassio, numero de fileiras de grdos por
espiga, numero de gréos por fileira, nimero de graos por espiga, numero de espigas
por planta, massa de 1000 gréos, teor de nitrogénio nos graos e produtividade. A
coinoculagdo de Anabaena cylindrica com Azospirillum brasilense favoreceu o
desenvolvimento e o desempenho produtivo dos hibridos de milho com incremento
de 967 kg ha™ (9,37%) em Londrina e 1744 kg ha™ (23,1%) em Faxinal, em relacdo
ao controle ndo inoculado. Em relacdo aos hibridos de milho, estes apresentaram o
mesmo comportamento, independentemente da inoculagcdo ou coinoculagdo com
Azospirillum brasilense e Anabaena cylindrica, sugerindo que a resposta a
coinoculacédo ndo depende dos genaotipos estudados.

Palavras chave: Cianobactéria, bactérias diazotroficas, caracteristicas fitométricas,
componentes de producéo, bactérias promotoras de crescimento, Zea mays.
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5.2 ABSTRACT

COINOCULATION OF Anabaena cylindrica WITH Azospirillum brasilense IN
THE DEVELOPMENT AND PRODUCTIVE PERFORMANCE OF MAIZE HYBRIDS

Nitrogen (N) is one of the most required nutrients for the expression of the productive
potential of corn. Some species of cyanobacteria can fix atmospheric N, and can,
isolated or associated with other microorganisms, such as Azospirillum, promote the
growth and productive performance of the crop, showing variable responses
according to the hybrid employed. Thus, the aim of this study was to evaluate the
effects of inoculation and co-inoculation of the cyanobacteria Anabaena cylindrica
with Azospirillum brasilense on the development and yield performance of four corn
hybrids. The field experiments were carried out in two locations (Londrina and
Faxinal, Parana State), using a randomized block experimental design, in a 4x4
factorial arrangement, with four replications. Four inoculation levels were evaluated
(Anabaena cylindrica + Azospirillum brasilense, Anabaena cylindrica, Azospirillum
brasilense, and an uninoculated control) in four corn hybrids (512 PW, 2A620 PW,
2B810 PW, Status Viptera 3). The following characteristics were evaluated: plant
height, ear insertion height, stem diameter, leaf area index, chlorophyll index,
nitrogen, phosphorus and potassium leaf content, number of grain rows per ear,
number of grains per row, number of grains per ear, number of ear per plant, mass of
1,000 grains, nitrogen content in the grains and yield. The co-inoculation of
Anabaena cylindrica with Azospirillum brasilense favored the development and yield
performance of corn hybrids, with an increase of 967 kg ha™ (9.37%) in Londrina and
1,744 kg ha™ (23.1%) in Faxinal, in comparison with the uninoculated control. The
corn hybrids showed the same behavior, regardless of the inoculation or co-
inoculation with Azospirillum brasilense and Anabaena cylidrica. Suggesting that the
response to co-inoculation does not depend on the studied genotypes.

Keywords: Anabaena cylindrica, diazotrophic bacteria, phytometric characteristics,
production components, growth promoters, Zea mays.
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5.3 INTRODUCAO

O milho é uma das principais culturas agricolas do mundo, com ampla
utilizacdo na alimentacdo humana e animal, e também é matéria-prima industrial
importante para diversos produtos, sendo estratégico para a seguranca alimentar e
econdmica de varios paises (LI;JIANG, 2017). Os avangos nas caracteristicas
agronbmicas dos genotipos e nas praticas de manejo sdo fundamentais para o
aumento da produtividade e rentabilidade da cultura (MARINI et al., 2015).

Independente do gendtipo, o nitrogénio é o elemento mais requerido e o que
mais frequentemente limita a produtividade da cultura do milho (DETONI et al., 2017),
sendo comum o seu fornecimento via fertilizantes quimicos, o que além de aumentar
0s custos de producdo, pode trazer indmeros problemas ambientais. O uso de
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), capazes de fixar N, € uma
opcdo para reduzir a quantidade aplicada e diminuir os custos de producgao
(PEREIRA-DEFILIPPI et al., 2017).

O gendtipo de milho é um fator chave para beneficiar a interacdo planta-
bactéria, sobre a sobrevivéncia e atividade das bactérias promotoras de crescimento
no ambiente rizosférico (MARINI et al., 2015). A identificacdo e selecado de genotipos
mais responsivos a pratica da inoculacédo € essencial para garantir a repetibilidade e
0 aumento do rendimento (SALOMONE;DOBEREINER, 1996; MARTINS et al., 2012).

Durante a Ultima década, varias bactérias capazes de fixar N, foram
descritas, sendo o género Azospirillum o mais estudado (RADWAN et al., 2004). O
Azospirillum brasilense (Ab-V5 e ADb-V6) tem sido usado amplamente como
inoculante comercial no Brasil (Fukami et al., 2017), com efeitos positivos na
producdo de matéria seca de grdos e acumulo de nitrogénio nas plantas,
especialmente em gramineas como milho e trigo (HUNGRIA et al., 2010; MARKS et al.,
2015; Fukawm et al., 2016) e em forrageiras como a Urochloa sp. (syn. Brachiaria)
(HUNGRIA et al., 2016).

Além do A. brasilense existem outros microrganismos com funcgdes similares
como as cianobactérias, especialmente as filamentosas que contém células
diferenciadas chamadas de heterocistos, especializadas na fixacdo de nitrogénio
atmosférico (MurRO-PASTOR et al.,, 2017). Em adicdo a FBN, as cianobactérias

melhoram a resisténcia a condi¢cdes climaticas severas, pela alta viscosidade do gel
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protoplasmatico e presenca do revestimento que contém heteropolissacarideos de
alto peso molecular e uma pequena proporcao de proteinas (ZULPA et al., 2008).

Em cultivo de milho em casa de vegetacdo, a inoculagdo no solo com
Anabaena sp. melhorou a propor¢cao de agregados devido ao aumento de carbono
e, possivelmente devido a presenca de heteropolissacarideos. Ainda, devido a
habilidade de fixar o N atmosférico, essa cianobactéria também incrementou em até
40% o N do solo, bem como aumentou a producdo de massa seca das plantas
(MAQUBELA et al., 2009).

A coinoculacdo de bactérias associativas, que possuem alta atividade de
fixacdo de nitrogénio, aumenta a tolerancia a condicdes ambientais adversas,
aumentando a capacidade de competir com a comunidade microbiana nativa, e tem
sido utilizada com sucesso para melhorar o crescimento de plantas em relacédo a
inoculagéo individual (KRUASUWAN; THAMCHAIPENET, 2016; YEGORENKOVA et al., 2016).
Existem varios exemplos da coinoculagdo com Azospirillum brasilense, em diversas
culturas, como com Bradyrhizobium em soja (HUNGRIA et al., 2013; CHIBEBA et al.,
2015; HUNGRIA et al., 2015), com Glomus intraradices em tomate (LIRA-SALDIVAR et
al., 2014), Bradyrhizobium em amendoim (VICARIO et al., 2016), Rhizobium tropici em
feijdo (HUNGRIA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016), e Paenibacillus polymyxa em
trigo (YEGORENKOVA et al., 2016), entre outras.

Anabaena cylindrica é uma cianobactéria que contribui na FBN por
apresentar heterocistos além de ter atividade na solubilidade do ferro pela producéo
de sider6foros (ITou et al.,, 2001). Assim, a cianobactéria Anabaena cylindrica,
isolada ou em associagdo com Azospirilum brasilense, tem alto potencial para
favorecer o desenvolvimento da cultura de milho, pela disponibilizacdo de nutrientes
como o nitrogénio e efeitos na promocéao de crescimento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculagéo e coinoculagéo
da cianobactéria Anabaena cylindrica com Azospirillum brasilense no
desenvolvimento e desempenho produtivo de quatro hibridos de milho, em duas

condicOes edafocliméticas no estado do Parana.
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5.4 MATERIAL E METODOS
Descricdo das areas experimentais

Os ensaios foram realizados na safra 2016/2017 em dois locais com
caracteristicas edafoclimaticas contrastantes. O primeiro foi realizado em érea
experimental do Instituto Agronémico do Parand (IAPAR), em um Latossolo
Vermelho distroférrico muito argiloso (810 g kg™ de argila), (SANTOS et al., 2013),
localizado no municipio de Londrina (PR), coordenadas geograficas 23°23"' S e 51°
11' W, altitude média 566 m. O segundo ensaio foi realizado no municipio de Faxinal
(PR), em um Nitossolo Vermelho eutroférrico, areno-argiloso (350 g kg™ de argila)
(SANTOS et al., 2013), com coordenadas geograficas 24°07'0,6” de latitude S e 51°
20'35,0” de longitude W, altitude média 480 m.

As caracteristicas fisico-quimicas do solo na profundidade de 0-20 cm eram:
em Londrina pH (CaCl, 0,01mol L ) 4,55; 6,94 cmol, dm™ de H" + AI**; 2,91 cmol,
dm™ de Ca?*; 1,27 cmol. dm™ de Mg?*; 0,32 cmol. dm™ de K*; 11,44 cmol, dm™ de
CTC; 39,33% de saturacéo por bases; 3,39 mg dm™ de P (Mehlich-1); 17,78 g.dm™
de C. Em Faxinal, pH (CaCl, 0,01mol L %) 5,7; 1,29 cmol, dm™ de H" + AP**; 1,56
cmol. dm™ de Ca*"; 2,04 cmol, dm™ de Mg?*; 0,12 cmol. dm™ de K*; 5,01 cmol, dm™
de CTC; 74,25% de saturagéo por bases; 2,19 mg dm™ de P (Mehlich-1); 9,80 g.dm™
de C.

Ambos locais apresentam clima, segundo classificacdo de Koppen, do tipo
Cfa - subtropical umido. Na figura 5.1 s@o apresentadas a precipitacdo pluvial e as
temperaturas do ar, maxima e minima (T max e T min), de Londrina e Faxinal

durante o periodo da pesquisa.
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Tratamentos, delineamento experimental e preparo dos in6culos

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em arranjo fatorial
4x4, totalizando 16 tratamentos com quatro repeticdes. Foram avaliados quatro
niveis de inoculacdo (Anabaena cylindrica + Azospirillum brasilense, Anabaena
cylindrica, Azospirillum brasilense e um tratamento controle com agua) e quatro
hibridos de milho (512 PW, 2A620 PW, 2B810 PW, Status Viptera3) de alto nivel
tecnoldgico, cujas caracteristicas agrondmicas sao descritas na tabela 5.1.

Tabela 5.1 Principais caracteristicas dos hibridos de milho usados no experimento.

Hibrido Tipo de Hibrido Ciclo/dias Altura de Plantas (cm) Nivel tecnolégico
2B512PW Triplo Precoce/130 230 Alto
2A620PW Simples Precoce/130 220 Alto
2B810PW Simples Normal/140 235 Alto
Status Viptera3 Simples Precoce/130 233 Alto

Fonte: o préprio autor.

A cianobactéria usada foi obtida do Banco de Cultivos do Laboratorio de
Cianobactérias e Ficotoxinas da Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, com capacidade de fixar N, atmosférico, por
produzir altas biomassas em crescimento sem qualquer forma de N combinado na
agua do meio de cultivo.

Para a manutencdo e crescimento da cianobactéria foi usado o meio de
cultura BG11 (STANIER et al.,, 1971) sem nitrogénio, em camara de crescimento,
durante 30 dias, com fotoperiodo de 12 h e temperatura controlada de 30,0 + 2,0°C,
na fase luminosa, e 22,0 £ 2,0°C na fase escura. A densidade de fluxo de fotons da
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR — photosynthetically active radiation) foi de
100 + 20 pE m™ st medida com porémetro Licor (INC modelo LI-1600), fornecida por
lampadas fluorescentes tubulares, dispostas paralelamente na parte superior dos
recipientes. A cianobactéria, apés 30 dias de crescimento, foi concentrada pela
centrifugacédo a 4000 x g (modelo Z383 HERMLE K) durante 10 min a 25,0 °C, e
diluida em meio BG11-N até atingir a concentracdo de 10 UFC mL™.

O Azospirillum brasilense usado foi proveniente de inoculante comercial da
empresa Total Biotecnologia com marca Azototal® (estirpes AbV5 e AbV6 com
2,0x108 UFC mL™).
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Inoculacao e semeadura

As sementes foram inoculadas previamente a semeadura na dose de 100
mL para 20 kg de sementes, com estimativa tedrica de 270.000 células por
semente (HUNGRIA et al., 2010). A inoculacéo consistiu de colocar as sementes e
o inoculante em saco plastico, com posterior agitacdo para distribuicdo
homogénea do inoculante sobre as mesmas.

A semeadura foi realizada manualmente, no sistema de plantio direto. As
parcelas foram constituidas de seis linhas de semeadura com seis metros de
comprimento, espacadas de 0,45 m e espagcamento entre plantas de 0,20 m. A
area de cada parcela foi de 13,5 m?, com &rea util delimitada pelas quatro linhas
centrais, desprezando-se 1 m nas extremidades, totalizando 5,4 m?.

A adubacéo de base foi constituida pela aplicacao das fontes superfosfato
triplo (120 kg ha™* de P,Os), cloreto de potassio (50 kg ha™* de K,0) e ureia (20 kg
ha de N) e a adubacdo de cobertura realizada aos 35 dias apés a emergéncia
das plantulas (estadio V6), com aplicacdo de 180 kg ha’ N para todos os

tratamentos.
AvaliacOes fitométricas e componentes de producao

As caracteristicas fitométricas foram avaliadas no estadio VT
(pendoamento), quando foram tomadas dez plantas ao acaso dentro da &rea (til,
determinando-se a altura de planta (AP) e de insercdo de espigas (AIE) em
centimetros, por meio da medida da distancia entre a superficie do solo e a base do
penddo e da espiga principal, respectivamente. O diametro do colmo (DC) em
milimetros foi medido com ajuda de um paquimetro digital no terco mediano do
segundo internddio, a partir da base da planta, no sentido do menor diametro.

O indice de area foliar (IAF), expresso em m? de folha por m? de superficie
do solo foi estimado com base na afericdo do comprimento total (C) e largura do
terco médio (L) das folhas fotossinteticamente ativas de dez plantas avaliadas
aleatoriamente na area util de cada parcela. Os valores de comprimento e largura

das folhas foram submetidos a expressao do IAF proposta por Francis et al. (1969)
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HFz({],?S*C*L}
(el=€2) |, em que el e e2 referem-se ao espagamento entre plantas, em
metros, na linha de semeadura e entre as linhas, respectivamente.

Por ocasiao do florescimento, a folha indice (abaixo e oposta a espiga), de
trés plantas de cada parcela, foi coletada aleatoriamente preparando-a com corte no
terco médio e desprezando a nervura central. Estas foram secadas em estufa com
circulacao forcada de ar (60£2 °C), por 72 h e trituradas, para determinacao do teor
de nitrogénio, fosforo e potassio (EMBRAPA, 2009). Para determinag¢éo do contetdo
de clorofila (CHL) da parte aérea (mg g*) foram obtidas no mesmo periodo,
amostras de 0,2 g de tecido fresco da folha bandeira de 3 plantas, que foram
maceradas e os extratos filtrados, sendo efetuadas leituras em espectrofotdmetro
(663 e 645 para clorofila total) seguindo a metodologia de Witham et al. (1971) e
Meschede et al. (2011).

Na colheita, foram computadas as espigas da éarea util das parcelas,
determinando-se 0 numero de espigas por planta (PROL). Foram separadas
aleatoriamente dez espigas de cada parcela, para avaliar o numero de fileiras de
graos por espiga (NFE), o numero de graos por fileira (NGF) e o numero de gréos
por espiga (NGE). A massa de 1000 gréos, expressa em gramas, foi determinada
apos a debulha das espigas de cada parcela util, de acordo com Brasil (2009).

A produtividade de graos foi obtida por meio da pesagem dos graos colhidos
na &rea (til da parcela experimental, com umidade corrigida para 13,0% (umidade de
armazenamento para grdos de milho) e ajuste dos dados para kg ha™. O teor de N
dos gréos foi determinado segundo Miyazawa (1992).

Os resultados foram submetidos a analise de normalidade,
homogeneidade e de varidncia. @ As médias, quando detectados efeitos
significativos, foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de

erro, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).



96

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos significativos isolados para Inoculagdo e Hibridos foram observados
em diferentes caracteristicas avaliadas nos dois ambientes de cultivo (Tabela 5.2).
Interacdo significativa entre Inoculacdes e Hibridos (INO x HIB) foi observada
apenas para numero de graos por fileira em Faxinal. Portanto, as caracteristicas
fitométricas e desempenho produtivo do milho ndo foram alteradas pela interagédo
entre genotipos de milho e inoculacdes, demonstrando que os hibridos apresentam
um comportamento similar, independentemente da inoculacdo ou coinoculagdo com
Azospirillum e Anabaena, o que sugere que a inoculacdo nédo apresenta resposta

especifica para cada gendtipo.

Tabela 5.2 Resumo da andlise de variancia (p) das caracteristicas fitométricas,
componentes de producdo e produtividade de grédos de hibridos de milho em
resposta a inoculacdo e coinoculacdo de cianobactéria com Azospirillum brasilense.
Londrina e Faxinal PR, 2017.

Var. Inoculantes Hibridos INO x HIB Erro CV (%)
Londrina Faxinal Londrina Faxinal Londrina Faxinal Londrina Faxinal Londrina Faxinal
AP 0,64 0,12 0,00 0,43 0,98 0,98 146,77 257,75 6,08 7,67
AlE 0,55 0,17 0,16 0,36 0,97 0,95 41,24 55,59 6,68 7,25
DC 0,24 0,05 0,06 0,44 0,94 0,73 1,77 3,64 6,08 10,28
IAF 0,09 0,06 0,02 0,59 0,69 0,90 11,56 10,87 12,87 16,18
Chl 0,36 0,02 0,66 0,58 0,99 0,99 97,54 96,29 22,39 20,87
N 0,00 0,00 0,51 0,86 0,90 0,54 6,05 7,08 8,25 10,82
P 0,03 0,01 0,22 0,87 0,79 0,96 0,06 0,18 11,51 15,69
K 0,09 0,07 0,53 0,68 0,64 0,14 3,7 3,34 7,96 7,07
NF 0,94 0,25 0,06 0,28 0,69 0,40 1,18 0,95 6,22 5,89
NGF 0,13 0,09 0,00 0,17 0,79 0,02 6,54 9,17 6,72 9,28
GE 0,43 0,13 0,00 0,32 0,81 0,18 6911,82 11377,33 11,85 18,09
PROL 0,99 0,46 0,51 0,62 0,97 0,90 0,02 3,42 15,14 3,78
NG 0,01 0,08 0,00 0,87 0,75 0,88 0,84 2,08 7,09 11,89
MMG 0,05 0,03 0,00 0,00 0,98 0,93 573,2 509,46 7,97 7,49
PROD 0,05 0,00 0,30 0,37 0,94 0,38 1030572,98 1539830,99 9,37 14,49

Altura de planta (AP), altura de insercdo da espiga (AIE), diametro do colmo (DC), indice de area
foliar (IAF). Clorofila (CHL), Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K). Numero de fileiras de graos por
espiga (NFE), nimero de graos por fileira (NGF), nimero de graos por espiga (NGE), nUmero de
espigas por planta (PROL), Massa de 1000 grdos (MMG), Produtividade (PROD), teor de Nitrogénio
dos graos (NG). Inoculantes (INO), Hibridos (HIB). Coeficiente de variacdo (CV).

Fonte: o préprio autor.
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As caracteristicas fitométricas e os componentes de producdo dos hibridos
de milho em resposta aos niveis de inoculacédo sdo apresentadas na tabela 5.3. Em
Londrina, a coinoculacdo da cianobactéria Anabaena cylindrica com Azospirillum
brasilense resultou em maiores teores de N foliar, P foliar e massa de mil gréaos que
o tratamento controle. As inoculacdes isoladas apresentaram resultados
intermediarios, sem diferirem dos demais tratamentos. A inoculacdo e coinoculagéo
com a cianobactéria (AC e AC+AB) resultaram em maiores teores de N nos graos
(NG), diferindo do Azospirillum brasilense (AB) e do tratamento controle (CTRL)
(Tabela 5.3).

Tabela 5.3 Caracteristicas fitométricas e componentes de producédo de hibridos de
milho em resposta a inoculacdo e coinoculacdo de cianobactéria com Azospirillum

brasilense, média de quatro hibridos. Londrina e Faxinal PR, 2017.

LONDRINA

DC CHL N P MMG NG

mm mgg® gkg' gkg' g g kg™
AC+AB 22,42"™ 4357"™ 3l1,40a 230a 31125a 135la
AC 21,98" 47,71™ 2942ab 2,13ab 30265ab 13,17 ab
AB 21,79"™ 4359 30,17ab 2,16ab 299 68ab 12,61b
CTRL 21,45" 4157" 28,16b 2,04b 2g8795p 12,54b

FAXINAL

AC+AB 1891ab 5299a 2747a 291a 313,34a 12,54 "
AC 19,32a 47,65ab 24,62b 2,79ab 302,94ab 1263"™
AB 18,56 ab 45,36ab 23,85b 2,57ab 300,67ab 17197

CTRL 17,50b 42,11b 22,38b 2,44b 289,15b 1145"™
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. ns=néo significativo. Diametro do colmo (DC), Clorofila (CHL), Nitrogénio (N),
Fosforo (P). Massa de 1000 grdos (MMG), teor de Nitrogénio nos grdos (NG). Anabaena
cylindrica+Azospirillum brasilense (AC+AB), Anabaena cylindrica (AC), Azospirillum brasilense (AB),
Tratamento controle (CTRL).
Fonte: o préprio autor.

Em Faxinal, a inoculagdo com a cianobactéria (AC) favoreceu o didmetro do
colmo (DC), em relagdo ao controle. Para o N foliar destacou-se a coinoculagao
AC+AB, em relacdo aos demais. A coinoculagcdo AC+AB também proporcionou
maiores teores de clorofila (CHL), P e MMG, diferindo-se do controle (Tabela 5.3). A

inoculacdo apenas com Azospirillum nédo alterou o contetdo de clorofila das plantas,
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corroborando os resultados relatados por Bashan et al. (2014) e Longhini et al.
(2016).

Pandolfo et al. (2015), estudando o efeito da inoculacdo das sementes de
milho e trigo com a bactéria Azospirillum brasilense, ndo obtiveram resposta em
parametros como diametro de colmo, altura de insercéo da espiga, altura de planta e
indice de area foliar. O maior didametro do colmo esta diretamente relacionado com a
tolerancia ao acamamento e o aumento da producao, atuando no armazenamento
de solidos sollveis que serdo utilizados posteriormente para a formacdo dos gréos,
especialmente se algum estresse comprometer a taxa de producéo e translocacao
de fotoassimilados durante a fase de enchimento de grédos (FANCELLI;DOURADO
NETO, 2000).

Sarig et al. (1988) e Galindo et al. (2016) mostraram que a inoculagcdo com
Azospirillum aumentou a porcentagem de N e P nas folhas de trigo e milho.
Similarmente, a aplicacdo de cianobactérias como inoculante ajuda na absorcao de
macro e micronutrientes, favorecendo as comunidades microbianas na rizosfera de
hibridos de milho, com grande economia de fertilizantes quimicos (PRASANNA et al.,
2015; PRASANNA et al., 2016).

Em trabalho efetuado por Hungria et al. (2010) e (LONGHINI et al., 2016) na
inoculagdo na cultura do milho com A. brasilense, os autores mencionam o aumento
dos teores de N, P e K nas folhas, sugerindo a maior eficiéncia de uso de
fertilizantes quimicos. De igual maneira, Ghazal et al. (2013) relatam que a aplicacéo
de cianobactérias como inoculantes no milho quando comparada com outros
fertilizantes minerais reduzem a poluicdo ambiental.

Hungria et al. (2010), em ensaios com a inoculagdo com bactérias do género
Azospirillum, ndo observaram aumentos do conteudo de N nos grdos de milho,
corroborando os dados obtidos para o tratamento apenas com A. brasilense.
Entretanto, a coinoculacao deste microrganismo com A. cylindrica resultou em maior
teor de N no grdo em Londrina (Tabela 5.3), ressaltando em maior eficiéncia de
aproveitamento do N aplicado por efeito da cianobactéria.

Cavallet et al. (2000), estudando a inoculacdo a base de Azospirillum
spp.com doses de nitrogénio na cultura do milho, mencionam que n&do houve efeitos
sobre o numero de fileiras de gréos por espiga, resposta semelhante a obtida na

presente pesquisa (Tabela 5.3).
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Os efeitos dos hibridos nas caracteristicas fitométricas e componentes de
producdo, média de quatro niveis de inoculacédo, sdo apresentados na tabela 5.4.
Em Londrina, o hibrido 2B810PW (HIB3) apresentou maior altura de plantas, indice
de area foliar (IAF) e numero de graos por fileira (NGF) que os hibridos 512PW
(HIB1) e 2A620PW (HIB2). Entretanto, para a massa de mil grdos (MMG), o HIB3
obteve o menor valor, diferindo dos demais hibridos. O hibrido 512PW (HIB1)
apresentou maior teor de NG, diferindo estatisticamente do HIB3.

Em Faxinal, a Unica variavel que apresentou diferencas entre hibridos foi
MMG, com comportamento semelhante ao obtido em Londrina, sendo o HIB3 com
menor massa de graos (270,59 g), diferindo dos demais, devido ao maior NGF e
NGE.

Tabela 5.4 Caracteristicas fitométricas e componentes de producdo de diferentes
hibridos de milho, média de quatro niveis de inoculacdo. Londrina e Faxinal PR,
2017.

HIBRIDOS LONDRINA

AP IAF NGF NGE MMG NG

cm m?/m? namero g g kg™
512PW (HIB1) 194,68 bc 8,76 ab 38,55ab 730,00 a 300,91 a 13,50 a
2A620PW (HIB2) 191,50c 8,08b 36,75b 638,00b 313,41a 12,99 ab
2B810PW (HIB3) 206,94a 9,34a 40,00a 789,25a 269,68b 12,26 b
Status Viptera 3 (HIB4) 204,48 ab 9,03ab 36,75b 648,00b 317,52 a 13,08 ab

HIBRIDOS FAXINAL

512PW (HIB1) 209,58™ 6,59™ 31,50™ 604,00"™ 302,87 a 11,99 "™
2A620PW (HIB2) 206,76 ™ 6,70™ 3250"™ 570,75"™ 313,04a 12,39 "™
2B810PW (HIB3) 206,34™ 6,78™ 32,75™ 623,25"™ 270,59b 12,16 ™
Status Viptera 3 (HIB4) 21480™ 7,10™ 33,75™ 560,25"™ 319,60a 12,07 "™

Médias seguidas de mesma letra nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. ns=n&o significativo. Altura de planta (AP), indice de &rea foliar (IAF), nUmero
de gréos por fileira (NGF), numero de grdos por espiga (NGE), massa de 1000 grdos (MMG),
nitrogénio dos gréos (NG).

Fonte: o préprio autor.

Silva Liborio (2016), em trabalho com hibridos de milho com inoculagdo a
base de Azospirillum brasilense associada a adubacao nitrogenada, menciona que o
efeito do inoculante ndo altera a altura de planta e altura de insercdo da espiga,
corroborando os resultados aqui obtidos. Resultados contrarios foram publicados por

Maqubela et al. (2009) e Prasanna et al. (2016), usando cianobactérias como
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inoculantes no milho, resultando em diferencas significativas no crescimento das
plantas.

O clima e o tipo de solo interferem na adaptacdo das bactérias inoculadas, o
que pode acarretar em variacdo nos resultados de inoculacdo, dependendo da
localizacdo geografica (DORR DE QUADROS et al., 2014). Isso pode explicar
diferencas em Londrina e Faxinal tanto na resposta as inoculacdes quanto aos
hibridos, uma vez que a média anual de temperatura difere de 2,6 graus entre os
locais, sendo em Londrina 20.9 °C e Faxinal de 18.3 °C.

Apenas em Faxinal foi observada interacdo Inoculante x Hibrido para
namero de graos por fileira (Tabela 5.5). No HIB1 a coinoculacao resultou em maior
namero de graos por fileira em relagdo ao controle, sem diferir das inoculacdes. Nos
HIB2 e HIB4 ndo houve diferencas entre as inocula¢des. No HIB3, a coinoculagéao
AC+AB e a inoculagcdo com AC, apresentaram em meédia 35 grdos por fileira,

superando a inoculagdo com AB (29 gréaos).

Tabela 5.5 Desdobramento da interagdo para numero de gréos por fileira em
resposta a inoculacéo e coinoculacédo de cianobactéria com Azospirillum brasilense
no desenvolvimento e desempenho produtivo de hibridos de milho. Londrina e
Faxinal PR, 2017.

FAXINAL
Numero de graos por fileira
| T HIB1 HIB2 HIB3 HIB4
AC+AB 36,00 aA 31,00aA 3500aA 34,00 aA
AC 31,00 aAB  35,00aA 35,00 aA 33,00 aA
AB 30,00 abAB 33,00 abA 29,00bB 36,00 aA

CTRL 29,00 aB 31,00 aA 32,00 aAB 32,00 aA
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e
minUscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Anabaena cylindrica +
Azospirillum brasilense (AC+AB), Anabaena cylindrica (AC), Azospirillum brasilense (AB), Tratamento
controle (CTRL). 512PW (HIB1), 2A620PW (HIB2), 2B810PW (HIB3), Status Viptera 3 (HIB4).
Inoculantes (INO), Hibridos (HIB).
Fonte: o préprio autor.

Nas inoculagbes AC+AB, AC e CTR né&o foram observadas diferencas entre
os hibridos. A inoculacdo com AB, o HIB4 resultou em maior nimero de graos por
fileira que o HIB3. Conforme relatado por Naseri et al. (2013), a coinoculacdo de

duas bactérias diazotréficas, Azotobacter e Azospirillum, resultou no incremento dos
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graos de milho por fileira, possivelmente devido a producdo de compostos
promotores como auxinas e giberelinas.

Foram constatados efeitos dos inoculantes na produtividade de graos, com
maiores valores em Londrina quando aplicada a coinoculagdo com AC+AB e, em
Faxinal, com a inoculacédo (AC) e a coinoculacdo (AC+AB) (Tabela 5.6). Em ambos
locais ndo houve diferencas de produtividade entre os hibridos de milho. A
coinoculacdo de AC+AB resultou em incremento de 967 kg ha’ (9,37%) em
Londrina e de 1744 kg ha™ (23,1%) em Faxinal.

Tabela 5.6: Produtividade e incremento de produtividade de gréos (kg ha™ e em %)
em resposta a inoculacdo e coinoculacdo de cianobactéria com Azospirillum

brasilense em diferentes hibridos de milho. Londrina e Faxinal PR, 2017.

HiB1 HIB2 HIB3 HIB4 HiB1 HIB2 HIB3 HiB4
INQHIB Média Média

Incremento graos (kg ha) Londrina Incremento graos (kg ha™) Faxinal

AC+AB  10796™ 10817™ 11437 12035™ 11271A  8903™ 8465™ 9387"™ 10510™  9316A

AC 10884™  10899™  11431™  10899™  11028AB 8548™ 9644™ 9418™ 8006™ 8904A
AB 10730™ 10746™ 10771™ 10705™ 10738AB 8271™ 8382™ 8850™ 8310™ 8453AB
CTRL 9958™ 9871™ 10718™ 10672™ 10305B  6892™ 7479™ 7989™ 7930™ 7573B
Média 10592™  10583™ 11089™ 11078™ 8154™ 8492™ 8911™ 8689"™

Incremento de graos em rela¢do ao controle

(kg ha™")(%) Londrina (kg ha™)(%) Faxinal
AC+AB  838(8)  947(10) 718(7)  1363(13) 967(9)  2011(29) 985(13) 1398(17) 2580(33) 1744(23)
AC 926(9)  1029(10) 713(7)  228(2)  724(7)  1657(24) 2164(29) 1429(18) 76(1) 1332(18)
AB 772(8)  875(9)  53(0,50) 33(0,30) 433(4)  1380(20) 903(12) 860(11) 380(5)  881(12)
Média  845(8)  950(10) 495(5)  541(5) 1683(24) 1351(18) 1229(15) 1012(13)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maildscula na coluna e
mindscula na linha, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. ns=néo significativo. 512PW
(HIB1), 2A620PW (HIB2), 2B810PW (HIB3), Status Viptera 3 (HIB4). Anabaena
cylindrica+Azospirillum brasilense (AC+AB), Anabaena cylindrica (AC), Azospirillum brasilense (AB),
Tratamento controle (CTRL).

Fonte: o préprio autor.

Diaz-Zorita et al. (2015) evidenciaram, em varios estudos de campo,
principalmente na América Latina e na Asia, 0 aumento na produtividade de gréos
de culturas inoculadas com Azospirillum sp., principalmente em cereais. Revisaram
47 artigos descrevendo 347 casos de respostas de producdo de gréos para a
aplicacdo de diversos inoculantes com Azospirillum sp. em 12 paises. Observaram

que a maioria dos estudos foi realizado em culturas de cereais (86,7%),
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principalmente milho irrigado. Entre todas as culturas relatadas, a resposta média a
inoculagcdo com Azospirillum sp. foi de 10,0% de aumento na producdo de graos,
com maiores rendimentos para cereais de inverno (14,0%) do que de verao (9,5%)
ou leguminosas (6,6%). No presente trabalho, a coinoculacdo com Anabaena
cylindrica resultou em maiores aumentos de produtividade que os mencionados por
esses autores.

Dorr De Quadros et al. (2014), em estudo realizado sobre o desempenho
agronébmico a campo de hibridos de milho inoculados com Azospirillum, relataram
que as bactérias inoculadas permaneceram em quantidade viavel nas raizes até o
final do ciclo da cultura, demonstrando sobrevivéncia pds inoculacdo. Para algumas
caracteristicas agronémicas, 0s autores relataram que a resposta do milho a
inoculagdo depende do hibrido testado.

A inoculacdo com a bactéria Azospirillum brasilense teve efeito positivo
sobre as caracteristicas de rendimento e produtividade do milho,
independentemente da estagdo de crescimento e do hibrido utilizado (BRum et al.,
2016). Neste estudo, embora ndo tenha diferido estatisticamente do controle, o
Azospirillum proporcionou aumentos de 4,36 e 11,91% na produtividade de graos
em Londrina e Faxinal, respectivamente.

Pesquisas divergem quanto as respostas anteriormente mencionadas e
obtidas no presente trabalho ao mencionar que a inoculacdo de sementes de milho
com Azospirillum brasilense ndo aumenta o rendimento de gréos e nao altera a
massa de mil graos (PANDOLFO et al., 2015). Sangoi et al. (2015) também relatam
que o tratamento de sementes com Azospirillum ndo contribuiu para aumentar o
rendimento de graos de milho, independentemente do sistema de manejo e da dose
de nitrogénio mineral aplicada.

Prasanna et al. (2016), avaliando o rendimento de grdos de milho, nao
encontraram efeitos da inoculacdo com cianobactérias em relacdo ao controle.
Entretanto, em nosso estudo, a aplicacao isolada de Anabaena cylindrica resultou
em aumentos de 7,13 e 17,96%, o que representa 724 e 1332 kg ha™* em relacéo ao
controle, em Londrina e Faxinal, respectivamente. Foram ainda encontrados
diferentes comportamentos das caracteristicas fitométricas, nutricionais e de
producdo de milho, independente dos hibridos estudados, com destaque, na maioria

das varidveis estudadas, para o tratamento da coinoculacdo entre Anabaena
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cylindrica com Azospirillum brasilense, o que demonstra o grande potencial de uso

desses microrganismos para maior desenvolvimento e producao da cultura de milho.
5.6 CONCLUSOES

A inoculacdo e coinoculacdo da cianobactéria Anabaena cylindrica e da
bactéria Azospirillum brasilense favorecem o desenvolvimento e o desempenho
produtivo do milho, independentemente do hibrido

A coinoculagdo AC+AB incrementou a produtividade em 967 kg ha™ (9,37%)
em Londrina e em 1744 kg ha™ (23,1%) em Faxinal em relagéo ao controle.

Os hibridos de milho estudados apresentaram resposta similar independente
da inoculac&o ou coinoculagcdo com Azospirillum brasilense e Anabaena cylindrica, o
que sugere que a inoculacdo ndo apresenta resposta especifica do genoétipo de

milho.
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6 CONCLUSAO

As cianobactérias, microrganismos procariéticos fotossintetizantes, tém a
capacidade de fixar o N, atmosférico pelo processo da fixacédo biolégica e efeitos na
promocao de crescimento, entretanto, sdo pouco estudadas como inoculantes para
as plantas.

As cianobactérias Nostoc muscorum, Anabaena sp., Anabaena cylindrica e
Calothrix brevissima apresentaram crescimento diferenciado in vitro em meio de
cultura BG11 sem N suplementado com extrato de levedura, até o quinto dia.

Nostoc muscorum e Anabaena cylindrica, independentemente dos meios de
cultura em que foram crescidas, tiveram efeitos no desenvolvimento inicial de
plantulas de milho na maioria das variaveis avaliadas em camara de crescimento.

Em avaliacdes fitométricas em casa de vegetacdo, para diametro do colmo
as quatro cianobactérias isoladamente responderam melhor que A. brasilense e o
controle. Para a massa foliar, Nostoc muscorum foi a melhor. As cianobactérias
associadas a Azospirillum brasilense tém alto potencial para favorecer a cultura do
milho, pelo aumento da massa e volume radicular, assim como o incremento da
massa e area foliar, demonstrando que a coinoculag¢édo entre Anabaena cylindrica e
Azospirillum brasilense tem grande potencial para a cultura de milho.

As caracteristicas fitométricas e desempenho produtivo do milho variedade
IPR164, avaliadas em duas safras em campo, ndo foram alteradas pela interacéo
entre doses de N e inoculantes a partir de Anabaena cylindrica e Nostoc muscorum,
demonstrando que as doses de N néo interferem na atuacdo das cianobactérias. A
inoculacdo com Anabaena cylindrica favoreceu o desenvolvimento e o desempenho
produtivo do milho e resultou em incremento na produtividade de grdos em 912 kg
ha (20,46%) na safra 1 e de 1020 kg ha™ (21,11%) na safra 2, em relacdo ao
controle.

A coinoculacdo de Anabaena cylindrica com Azospirillum brasilense
favoreceu o desenvolvimento e o desempenho produtivo de hibridos de milho com
incremento de 967 kg ha™ (9,37%) em Londrina e 1744 kg ha™ (23,1%) em Faxinal,
em relacdo ao controle ndo inoculado. Em relacdo aos hibridos de milho, estes
apresentaram 0 mesmo comportamento, independentemente da inoculacdo ou
coinoculacdo com Azospirillum brasilense e Anabaena cylidrica, sugerindo resposta

independente do gendtipo
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Assim, se faz necessario estabelecer mais pesquisas aplicando
cianobactérias como inoculante nas sementes do milho, em diferentes gendtipos e
condi¢des edafoclimaticas, para tornar-se futuramente uma tecnologia recomendada

favorecendo tanto o pequeno quanto o grande produtor.
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