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HORACIO, Eduardo Hélder. Coinoculacio de cianobactérias com Azospirillum
brasilense e Rhizobium, associadas a doses de nitrogénio em cobertura no
desenvolvimento e desempenho produtivo de milho (Zea mays L.) e feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.). 128 f. Tese de Doutorado em Agronomia -
Universidade Estadual de Londrina-UEL, Londrina, 2021.

RESUMO

As cianobactérias sdo fixadoras de nitrogénio (N) atmosférico e consideradas
promotoras de crescimento vegetal. A sua associa¢cdo ou ndo com outras bactérias,
com fungdes semelhantes ou diferentes nas culturas do milho (Zea mays L.) e do
feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), na tentativa de reduzir a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados, melhorar o crescimento e desenvolvimento das plantas e
incrementar a produtividade de grdos sdo uma boa alternativa para uma agricultura
sustentavel. Porém, varios fatores podem interferir na obtencdo destes beneficios as
culturas como a cultivar utilizada, condicbes edafoclimaticas e o manejo adotado
durante os cultivos. Assim, objetivo-se avaliar o desenvolvimento e desempenho
produtivo do milho e feijao comum sob coinoculacdo de cianobactérias das espécies
Anabaena cylindrica e Calothrix brevissima com Azospirillum brasilense e Rhizobium,
associadas a doses de N em cobertura, em dois experimentos. O primeiro
experimento teve como objetivo avaliar o efeito da coinoculacdo de Anabaena
cylindrica, Calothrix brevissima e Azospirillum brasilense associada a quatro doses de
N em cobertura, sobre o crescimento e produtividade do milho. O experimento foi
realizado em duas safras, e em cada experimento, utilizou-se o delineamento de
parcelas subdivididas em arranjo fatorial 8x4, com quatro repeticbes. As parcelas
foram constituidas pelos tratamentos: (i) ndo inoculado, (ii) inoculacédo de Azospirillum
brasilense (Azo), (iii) de Anabaena cylindrica (Ana), (iv) de Calothrix brevissima (Cal),
(v) coinoculacéo de Azo + Ana, (vi) de Azo + Cal, (vii) de Ana + Cal e (viii) de Azo +
Ana + Cal. As subparcelas foram constituidas por quatro doses de N em cobertura (0,
25, 50 e 100 kg hal), em que se utilizou a ureia. Avaliaram-se as variaveis
relacionadas ao crescimento e desempenho produtivo, no qual se concluiu que a
coinoculacéo de A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima + 25, 50 e 100 kg ha
de N em cobertura favoreceu o desenvolvimento e desempenho produtivo do milho,
com incrementos de 1647; 2284 e 1625 kg de grdos ha™, respetivamente, quando
comparado ao tratamento ndo adubado e né&o inoculado, na safra de 2017/2018. Na
safra de 2018/2019 nao foram observados ganhos de produtividade de grdos do milho
devido a inoculagdo com os microrganismos associados as doses de N em cobertura.
No segundo experimento, objetivou-se avaliar a coinoculacdo de Anabaena cylindrica,
Calothrix brevissima e Rhizobium (R. tropici + R. freire) associada a duas doses de N
em cobertura no crescimento e produtividade do feijoeiro. O experimento foi realizado
nas 12. e 22, épocas de semeadura de feijao, utilizando-se o delineamento de parcelas
subdivididas em esquema fatorial (12 x 2 +1), com quatro repeticbes. As parcelas
foram constituidas por: (i) N-mineral, (ii) inoculagdo de rizobio (Rhizobium tropici +
Rhizobium freire) (Riz), (iii) de Azospirillum brasilense (Azo), (iv) Anabaena cylindrica
(Ana), (v) Calothrix brevissima (Cal) e (vi) coinoculagdo de Riz + Azo, (vii) Riz + Cal,
(vii) Riz + Ana, (ix) de Azo + Cal, (x) Azo + Ana, (xi) de Riz + Azo + Cal, e (xii) de Riz
+ Azo + Ana. As subparcelas foram constituidas por duas doses de N em cobertura
(30 e 60 kg N ha') com 30 kg N ha! na base, além do tratamento controle. Avaliaram-



se as variaveis relacionadas ao crescimento e desempenho produtivo do feijoeiro, no
qual se concluiu que a coinoculacdo de rizébio com A. brasilense e cianobactérias,
assim como a aplicacdo do adubo nitrogenado em cobertura mostrou-se favoravel a
producdo de graos do feijjao comum quando comparada ao tratamento controle. O
maior destaque foi a primeira época de semeadura do feijdo comum que demonstrou
ganhos acima de 700 kg, sendo 1085 kg ha! de grdos na coinoculacdo de Riz + Cal
+ 30 kg N hat, 993 e 788 kg ha! no tratamento Riz + Azo + Ana + 30 e 60 kg N ha
e 839 kg ha! de grdos no Riz + Ana + Cal + 60 kg N hal. Na segunda época, em
comparacao ao tratamento controle, houve ganhos na coinoculacéo de Riz + Cal + 60
kg N ha! (688 kg ha! de grédos), de Riz + Ana + 60 kg N ha! (507 kg ha! de gréos) e
de Azo + Cal + 60 kg N hat com 456 kg ha! de grédos. A associacdo das cianobactérias
com A. brasilense no milho e com rizébio no feijoeiro com aplicagdo de N em cobertura
demonstrou ser uma pratica agrondmica eficiente para as duas culturas, resultando
em incremento no rendimento de grdos comparativamente as plantas ndo inoculadas
e ndo adubadas.

Palavras Chave: Zea mays L.; Phaseolus vulgaris L.; bactérias diazotréficas;
promocao de crescimento vegetal; Rizobactérias; Adubacao nitrogenada.



HORACIO, Eduardo Hélder. Co-inoculation of cyanobacteria with Azospirillum
brasilense and Rhizobium associated with N rates at top dressing in the
development and productive performance of corn (Zea mays L.) and common
beans (Phaseolus vulgaris L.). 128 p. PhD Thesis in Agronomy - State University of
Londrina-UEL, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Cyanobacteria are fixers of atmospheric nitrogen (N) and are considered promoters of
plant growth. Its association or not with other bacteria, with similar or different functions
in the cultures of corn (Zea mays L.) and common beans (Phaseolus vulgaris L.), in an
attempt to reduce the use of nitrogen fertilizers, improve the growth and development
of plants and increasing grain productivity are a good alternative for sustainable
agriculture. However, several factors can interfere in obtaining these benefits to the
cultures like the cultivar used, edaphoclimatic conditions, and the management
adopted during the cultivations. Thus, the objective was to evaluate the development
and productive performance of corn and common beans under co-inoculation of
cyanobacteria of the species Anabaena cylindrica and Calothrix brevissima with
Azospirillum brasilense and Rhizobium, associated with four nitrogen rates at
topdressing, in two experiments. The first experiment aimed to evaluate the effect of
Anabaena cylindrica, Calothrix brevissima, and Azospirillum brasilense associated
with N rates at topdressing, on corn growth and productivity. The experiment was
carried out in two crop seasons, and each experiment has used a design of plots
subdivided in an 8x4 factorial scheme, with four replications. The plots consisted of: (i)
uninoculated treatment, (ii) inoculation of Azospirillum brasilense (Azo), (iii) Anabaena
cylindrica (Ana), (iv) Calothrix brevissima (Cal), (v) co-inoculation of Azo + Ana, (vi)
Azo + Cal, (vii) Ana + Cal and (viii) Azo + Ana + Cal. The subplots consisted of four N
rates at topdressing (0, 25, 50, and 100 kg ha), in which urea was used. Variables
related to growth and productive performance were evaluated, in which it was
concluded that the co-inoculation of A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima + 25,
50 and 100 kg ha of N favored the development and performance corn production, in
increments of 1647; 2284 and 1625 kg of grains ha, respectively, when compared to
unfertilized and uninoculated treatment, in the 2017/2018 crop season. In the
2018/2019 crop season, there were not observed gains in corn grain yield due to
inoculation with microorganisms associated with N rates at topdressing. In the second
experiment, the objective was to evaluate the co-inoculation of Anabaena cylindrica,
Calothrix brevissima, and Rhizobium (R. tropici + R. freire) associated with two N rates
at topdressing in the growth and productivity of common bean. The experiment was
carried out on the 15t and 2" common bean sowing seasons, using the design of plots
subdivided in a factorial scheme (12 x 2 + 1), with four replications. The plots consisted
of: (i) N-mineral, (ii) inoculation of rhizobium (Rhizobium tropici + Rhizobium freire)
(Riz), (iii) Azospirillum brasilense (Azo), (iv) Anabaena cylindrica (Ana), (v) Calothrix
brevissima (Cal) and (vi) Co-inoculation of Riz + Azo, (vii) Riz + Cal, (viii) Riz + Ana,
(ix) of Azo + Cal, (x) Azo + Ana, (xi) of Riz + Azo + Cal, and (xii) of Riz + Azo + Ana.
The subplots consisted of two N rates at topdressing (30 and 60 kg N hat) with 30 kg
N ha? at the base, in addition to the control treatment. Variables related to the growth
and productive performance of common beans were evaluated, in which it was
concluded that the co-inoculation of rhizobia with A. brasilense and cyanobacteria, as



well as the application of nitrogen fertilizer in cover, was favorable to the production of
common bean grains compared to the control treatment. The biggest highlight was the
first sowing time of common beans, which showed gains of over 700 kg ha™! of grains,
with 1085 kg ha* of grains in the co-inoculation of Riz + Cal + 30 kg N ha't, 993 and
788 kg hat of grains in in the treatment Riz + Azo + Ana + 30 and 60 kg N ha* and
839 kg ha! of grains kg ha of grains in Riz + Ana + Cal + 60 kg N ha. In the second
sowing season, compared to the control treatment, there were gains in the co-
inoculation of Riz + Cal + 60 kg N ha* (688 kg of grains ha!), Riz + Ana + 60 kg N ha-
1 (507 kg hat of grains) and Azo + Cal + 60 kg N hat with 456 kg ha* of grains. The
association of cyanobacteria with A. brasilense in maize and with rhizobia in the
common bean with application of N at topdressing proved to be an efficient agronomic
practice for these crops, resulting in an increase in grain yield compared to
uninoculated and unfertilized plants.

Key words: Zea mays L.; Phaseolus vulgaris L.; diazotrophic bacteria; promoting plant
growth; Rhizobacteria; Nitrogen fertilization.
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altura de plantas (AP), altura de insercao de primeira vagem
(AIV), massa seca total (MST), massa seca foliar (MSF), teor de
N foliar (TN), na 12 época de semeadura do feijdo comum,

LONAriNa-PR, 2000 . ..o
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Contrastes entre médias dos tratamentos inoculados e
coinoculados com Rhizobium, A. brasilense e cianobactérias
associados a duas doses de N em cobertura em comparagéo ao
tratamento controle (sem inoculacdo e sem adubacgao) para
numero de vagem por planta (NVP), nimero de gréo por vagem
(NGV), massa de mil grdos (MMG) e produtividade de graos

(PG) na 12 época de semeadura do feijdo comum, Londrina-PR,

Incremento de produtividade do feijdo comum inoculado e
coinoculado com Rhizobium, A. brasilense e Cianobactérias
associados a duas doses de N em cobertura em relacdo ao

tratamento controle, em duas épocas de semeadura, Londrina-

PR, 2019 ..
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1. INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) e o feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) estdo entre
as culturas de maior importancia mundial e sua producdo faz parte de um dos
principios para a garantia da seguranca alimentar. Devido a importancia destas
culturas, ha a crescente demanda na sua producao, tanto em quantidade como em
qualidade.

Os sistemas de producdo das duas culturas no Brasil sdo diversos, desde a
agricultura familiar responsaveis pela producdo de cerca de 70% dos alimentos
consumidos no pais, sem utilizacdo de grandes maquinarios, nem mesmo grandes
insumos de produgédo condicionando assim, baixa produtividade das culturas.

Por outro lado, observam-se lavouras que utilizam o mais alto nivel
tecnolégico, alcancando produtividades equivalentes aos lideres agricolas mundiais,
e com grandes grandes possibilidades de expansao nos préximos anos.

Estas culturas sao consideradas muito exigentes nutricionalmente,
principalmente com relacdo ao nitrogénio que normalmente € requerido em maior
guantidade, dentre os demais nutrientes. Assim, entre os desafios para o
fornecimento de nitrogénio, destacam-se seu elevado custo e dificuldade de manejo,
com baixa eficiéncia de aproveitamento e perdas por lixiviagdo e volatizacao,
causando danos ambientais e aumento do custo de producéo das culturas.

Com a crescente busca pela sustentabilidade dos sistemas de producao
agricola, a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é uma alternativa que tem sido
empregue principalmente no ambito da economia de fertilizantes nitrogenados, a
qual pode suplementar ou até mesmo substituir os fertilizantes sintéticos.

Neste contexto, a utilizacdo de microrganismos diazotroficos e promotores de
crescimento de plantas representam uma importante estratégia ambiental e
biotecnoldgica, ecologicamente e economicamente sustentaveis para o0 setor
agricola.

As cianobactérias tem um potencial se serem utilizadas como biofertilizantes
e representam uma importante estratégia agroecoldgica, respeitando o equilibrio
dindmico ambiental sem perda na produtividade agricola, sendo microrganismos
benéficos para a fertilidade do solo. Devido a sua capacidade de fixarem o nitrogénio
atmosférico, auxiliam na agregacao das particulas do solo produzindo metabdlitos, e

com isso permitem a manutencdo da umidade do solo, reduzindo os riscos de
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erosdo, além de proprocionarem melhores condicbes edéficas ao desenvolvimento
das culturas.

As cianobactérias atuam ainda na melhor ativacéo da fotossintese, melhoram
a capacidade de absorcao de nutrientes, atuam na floracdo, diminuindo o niumero de
abortos florais, produzem diferentes reguladores de crescimento como auxinas,
citocininas, giberelinas e betainas, fornecendo macronutrientes como Ca, K e P, e 0s
micronutrientes Fe, Cu, Zn, B, Mn, Co e Mo, as plantas.

Nos sistemas de producéo atuais, a pratica mais conhecida e consolidada de
utilizacdo das cianobactérias é a inoculagao na cultura do arroz. Os resultados
encontrados na literatura apresentam maior eficiencia na fixacao biologica de N.

Em relacdo ao género Azospirillum, designadas por bactérias diazotréficas
associativas, sdo capazes de associar-se com espécies vegetais e sdo encontrados
principalmente na rizosfera de gramineas, podendo também ocorrer na parte aérea.
Bactérias do género Azospirillum também realizam a FBN e produzem substancias
gue auxiliam no crescimento radicular, aumento da colonizagcdo micorrizica, e
aumento na eficiéncia de absorcédo de nutrientes, consequentemente contribuem no
aumento da produtividade das culturas.

Bactérias associativas excretam somente uma parte do N fixado diretamente
para a planta associada e posteriormente, a mineralizacdo das bactérias pode
contribuir com aportes adicionais de N para as plantas. Contudo, é importante
salientar que o processo de FBN por estas bactérias consegue suprir apenas
parcialmente as necessidades das plantas.

No Brasil, atualmente, o inoculante comercial mais produzido e utilizado para
as culturas de gramineas como milho, trigo, cana de acgUcar, arroz e mais
recentemente brachiaria é o que utiliza bactérias da espécie Azospirillum brasilense
estirpes AbV5 e AbV6, adaptadas aos solos tropicais, que podem fixar até 50% do N
gue a planta necessita.

Por Ultimo, os rizébios, sdo denominadas bactérias fixadoras de N que
nodulam leguminosas. Estas bactérias caracterizam-se como as mais eficientes
decorrente de uma parceria vegetal e microrganismo, considerado um processo de
simbiose muito evoluido. A simbiose de leguminosas com esse grupo caracteriza-se
pela formacdo de ndédulos nas raizes e caules. Plantas que apresentam quantidades
significativas de nddulos nas raizes e/ou caule tém suprida toda sua demanda por
N.
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Para a cultura do feijoeiro no Brasil, as estirpes aprovadas para a inoculagao
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), do sdo Rhizobium
tropici estirpe SEMIA 4077 (=CIAT899), R. freirei SEMIA 4080 (=PRF 81) e R. tropici
SEMIA 4088 (=H12). A simbiose entre rizobios e o feijdo pode fixar até 30% do N
requerido pela planta, contribuindo com 20 a 40 kg N ha™.

Porém, devido ao ciclo curto da cultura do feijao comum, a resposta tardia da
planta ao simbionte, a promiscuidade nodular do feijoeiro e a competicdo das
estirpes bacterianas introduzidas em relacdo as nativas no solo, podem
comprometer a eficiéncia da FBN.

Pesquisas realizadas com a coinoculacdo de A. brasilense com outras
bactérias promotoras de crescimento de plantas verificam-se mais em hibridos em
relacdo as variedades de milho, e observam-se aumentos em produtividade. Para as
leguminosas, verifica-se mais a tecnologia de coinoculacdo de A. brasilense com
rizobios, e resultados também apresentam efeitos positivos. Pouco se relata sobre a
inoculag&o mista de cianobactérias com bactérias do género Rhizobium, assim como
sua associacao com bactérias do género Azospirillum para ambas as culturas.

A resposta da inoculacéo isolada ou combinada pode variar de acordo com o
gendtipo da planta, estirpe bacteriana, condicdes ambientais, praticas agricolas,
bem como com a quantidade e qualidade das células dos microrganismos utilizados
como inoculante.

Torna-se importante enfatizar que os fatores ambientais possuem grande
influéncia na eficiéncia do processo interacdo bactéria-planta. Por outro lado, quanto
a interacdo da inoculacdo com adubacgédo nitrogenada em plantas, os resultados séo
variados, sendo que certas pesquisas demonstram eficiéncia na auséncia e outras
na presenca N em cobertura.

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi o de gerar informacdes
técnicas que auxiliem os produtores na adocdo de melhores tecnologias na
inoculacdo de espécies de cianobactérias dos géneros Anabaena e Calothrix de
forma isolada, assim como associadas as bactérias dos géneros Rhizobium e
Azospirillum no feijoeiro comum e Azospirillum no milho associadas a diferentes

doses de N em cobertura.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) é uma graminea anual, ald6gama, pertencente a familia
Poaceae, com centro de origem na América do Norte (SILVEIRA et al., 2015).
Devido a sua adaptabilidade em diferentes condicbes edaficas, a cultura foi
expandida e cultivada em todos os continentes, tornando-se assim uma das
gramineas mais cultivadas no mundo (TEIXEIRA et al., 2002; FORNASIERI-FILLHO,
2007).

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

A planta de milho apresenta sistema radicular fasciculado, podendo atingir
até 3 m de profundidade, além de ser classificada no grupo das plantas C4,
possuindo ampla adaptacédo a diferentes condigcbes de ambiente. Possui um caule
em forma de colmo cheio, que se constitui por nds e entrenés. Ao entrar no periodo
do florescimento, as plantas de milho emitem as inflorescéncias masculina (pend&o)
e feminina (espiga), e o seu fruto é classificado botanicamente como tipo cariopse,
apresentando trés partes, sendo pericarpo, endosperma e embrido (ANDRADE;
BRITO, 2008).

O gréo de milho é formado por quatro partes: endosperma, gérmen (embrido),
pericarpo (casca) e ponta (PAES, 2006). A ponta é a menor estrutura do grdo, com
funcdo de conexdo ao sabugo e é formada por material lignoceluldsico (2% do gréo).
O pericarpo (5%) confere protecdo ao ambiente e é formado essencialmente por
celulose e hemicelulose. O gérmen é a parte vegetativa do grédo onde se encontra o
embrido (11%), e € constituido principalmente de lipideos e proteinas, além de
vitamina E, minerais e acucares (PAES, 2006).

O endosperma constitui 82% do grao de milho e € uma importante regiao de
estocagem de energia onde se concentra 98% do amido, e em menor propor¢cao é
constituido de proteinas, lipideos, vitaminas e minerais. O endosperma pode ser
classificado como vitreo (corneo) e farinaceo (denso) de acordo com a distribuicéo
proteica e dos grdos de amido (GONCALVES et al., 2009). A diferenca marcante

entre os dois tipos € a presenca de matriz proteica circundando os granulos de
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amido presente no endosperma vitreo, o que ndo ocorre no endosperma farinaceo,
no qual os granulos de amido estéao dispersos (PAES, 2006). O milho duro possui o
endosperma completamente vitreo, o farinAceo, completamente farinaceo, e o
dentado possui a parte central farinacea e as laterais vitreas.

Os Estados Unidos prevé em seu 1° levantamento para a safra mundial de
milho 2020/21, uma producao global recorde de 1.186,9 milhdes de toneladas,
seguido da China com 260 milh&es de toneladas de toneladas. A estimativa de safra
brasileira € de 107 milhdes de toneladas, sem alteracdes até junho. A producao na
Argentina, Ucrania e Africa do Sul devem atingir 50, 39 e 14 milhdes de toneladas,
respetivamente, sem alteragbes (USDA, 2021).

A producéo brasileira de milho é classificada em trés safras. O cultivo da
primeira safra é realizado nas regides Sudeste e Centro-oeste com semeadura entre
0s meses de outubro e novembro, no Nordeste nos meses de janeiro e fevereiro e
na regido Sul a partir do fim de agosto. A segunda safra ocorre apenas na regiao
Centro-sul do pais, e a semeadura tem sido realizada nos meses de janeiro a abril e
envolve os estados de S&o Paulo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais e Parana (DUARTE; GARCIA; MIRANDA, 2011).

Para a CONAB (2020) o cultivo da terceira safra se concentra no periodo que
se estende de maio a junho, assemelhado ao que acontece com as lavouras
plantadas no hemisfério norte. Estas areas produtivas estdo localizadas nas regifes
de Sealba (Sergipe, Alagoas, nordeste da Bahia) e também aquelas nas areas
situadas acima da linha do equador, como em Roraima.

A producdo nacional de milho, considerando as trés safras na temporada
2010/21, foi de 1.638,3 mil toneladas, com 18.463,5 mil hectares de area cultivada e
produtividade média de 5.541 kg ha™ (CONAB, 2021). No estado do Parané, estado
em que foi desenvolvida a pesquisa, para a primeira safra, foram cultivados 2.585,2
mil hectares, com producéo de 15.923,9 mil ton e produtividade média de 6.160 kg
ha* (CONAB, 2020).

O cultivo do milho tem crescido muito rapidamente no Brasil, principalmente
pelo aumento da demanda do grédo e seus derivados no mercado nacional e
mundial. Apesar dessa perspectiva positiva, a cadeia produtiva brasileira do milho
enfrenta sérios desafios: produtividade média menor que a dos principais

concorrentes; tecnologia nao difundida, sobretudo nas propriedades menores e com
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baixa intensificacdo de capital; e infraestrutura logistica deficiente (COELHO et al.,
2004; CALDARELLI; BACCHI, 2012).

No Brasil, dentre os principais fatores que contribuem para a baixa
produtividade do milho destacam-se o clima, o potencial genético e o manejo de
nutrientes e pragas (HOEFT, 2003). Considera-se que a fertilidade do solo seja um
dos principais fatores responséveis pela baixa produtividade de areas destinadas
tanto a producdo de grdos como de forragem. Este fato ndo se deve apenas aos
baixos teores de nutrientes presentes nos solos, mas, também, ao uso inadequado
de adubacdes, principalmente com N e K.

A produtividade da cultura do milho estd mutuamente correlacionada a
fertilidade do solo, enfatizando principalmente a disponibilidade de nitrogénio,
nutriente este, imensamente restritivo no processo produtivo (BREDA et al., 2016).

Durante o cultivo do milho, as plantas podem aproveitar somente ou menos
que 50% do fertilizante nitrogenado aplicado devido as perdas principalmente por
volatilizacdo, lixiviacdo, desnitrificacdo, entre outros fatores. Portanto, torna-se
necessario a realizacéo de estudos de outras tecnologias eficientes na utilizacao de
N, como é o caso da inoculacdo em sementes de milho com bactérias diazotréficas
para a maximizagdo na assimilacdo e utilizacao desse nutriente, buscando o cultivo
mais sustentavel e reduzindo deste modo, a dependéncia de fertilizantes
nitrogenados. Dessa forma, podem-se alcancar boas produtividades e
consequentemente, reduzir os custos de producéo da lavoura e a poluicdo ambiental
(REIS JUNIOR et al., 2008).

2.1.1 Fenologia do milho

O crescimento e desenvolvimento de uma planta de milho sao divididos em
dois grandes estadios: o vegetativo (V) e o reprodutivo (R). Os estadios vegetativo e
reprodutivo da planta de milho (Figura 1) sdo: Fase vegetativa (V), a partir da
emergéncia (Vg), Vi1, V2, V3 até V,, em que (n) representa a ultima folha emitida
antes do pendoamento (Vy). Todas as folhas e espigas que a planta eventualmente
ird produzir formam-se no estadio V3. Neste estadio, ocorre o estabelecimento do
nimero méaximo de gréos, ou a definicdo da producéo potencial (MAGALHAES;
DURAES, 2006).

No estadio V5, quando cinco folhas da planta de milho estdo completamente
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desenvolvidas, tanto a iniciagdo das folhas como das espigas esta completa e a
iniciacdo do penddo ja pode ser vista na forma microscopica, na extremidade de
formacéo do caule, logo abaixo da superficie do solo. O estadio V1 (pendoamento)
inicia-se quando o ultimo ramo do pendao estd completamente visivel. Nesta fase,
cada estadio € definido de acordo com a formacéo visivel do colar na inser¢cdo da
bainha da folha com o colmo. Assim, a primeira folha de cima para baixo, com o
colar visivel, € considerada completamente desenvolvida, sendo contada como tal
(MAGALHAES; DURAES, 2006).

Na fase reprodutiva (R), tem inicio com o florescimento (Ry),
compreendendo a visualizacao dos estilos - estigmas fora das bracteas. Os estadios
posteriores sdo o de grao leitoso (Rz) de 10 a 14 dias apos o florescimento, grao
pastoso (R3) de 18 a 22 dias apds o florescimento, grédo farinaceo (R4) de 24 a 28
dias ap6s o florescimento, grédo farinaceo duro (Rs) de 35 a 42 dias ap6s o
florescimento e a maturidade fisiologica (Rs) de 55 a 65 dias apds o florescimento
(MAGALHAES; DURAES, 2006).

Definicdo da Densidade do grio

et
Defini¢do do
Tamanho da Espiga

Bolha
d'agua

Defini¢do do
Namero de Fileiras

Graos
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Pastosos

Formacdo
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Figura 1- Fases de desenvolvimento da cultura do milho (WEISMANN, 2008).
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2.1.2 Nitrogénio na cultura do milho

O nitrogénio é considerado um dos elementos minerais essenciais que
causam maior impacto no desenvolvimento e produtividade, das plantas e,
consequentemente, aumenta os indices de qualidade dos produtos agricolas
(VIANA, 2007).

Este nutriente é de extrema importancia no incremento da producéo de gréos
e na elevacgao do teor proteico, o que pode favorecer a qualidade dos gréos (HIREL
et al., 2007; TAIZ E ZEIGER, 2013).

Assim, por apresentar essas caracteristicas, o nitrogénio é o nutriente que
causa maiores efeitos no aumento da produtividade na cultura do milho (DUETE et
al., 2008; CIVARDI et al., 2011). Além do efeito sobre a produtividade, este elemento
interfere no crescimento e desenvolvimento da planta.

Estudos relatam a influéncia do nitrogénio no aumento da massa de mil graos
(MOTA et al., 2015), do numero de espigas por planta (SORATTO et al., 2010), da
altura de plantas, do peso de espigas (SCHIAVINATTI et al., 2011), do comprimento
de espiga, do diametro do colmo (SORATTO et al.,, 2010; SCHIAVINATTI et al.,
2011) e da producédo de matéria seca (DUETE et al., 2008).

De acordo com Okumura et al. (2012), as exigéncias por nitrogénio na cultura
do milho, variam em diferentes estadios de desenvolvimento da planta, sendo
minimas nos estadios iniciais, aumentando com a elevacao da taxa de crescimento e
alcancando um pico no estadio de florescimento até o inicio da formacéo dos graos.
Pesquisas demonstram que o0 aumento de produtividade esta diretamente
relacionado com o uso de suplementacgéo de nitrogénio.

Meira (2009), em experimentos avaliando diferentes dosagens e fontes
distintas de N, concluiu que a producdo de grdos aumenta com 0 acréscimo na
dosagem do nutriente, porém ndo ha diferenca entre as fontes de nitrogénio
utilizadas. Gomes et al. (2007) avaliando o efeito de doses e da época de aplicacao
de nitrogénio nos caracteres agronomicos da cultura do milho sob plantio direto, a
dose maxima de 150 kg ha™ de N proporcionou maiores rendimento de gréos, teor
de N nas folhas, peso de gréos por espiga e altura de plantas. No entanto, essa
pratica onera os custos de producdo em virtude das principais fontes de nitrogénio

disponiveis. Sousa et al. (2020) avaliando quatro doses de N (0, 60, 120 e 180 kg
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ha™ ) no plantio de milho em latossolo amarelo em sistema plantio direto observaram
maior produtividade nas doses maiores de 120 e 180 kg ha™.

Embora haja grandes avancos na forma de aplicacdo e o aumento no uso de
fertilizantes nitrogenados, o N continuard sendo um dos fatores limitantes para
producdo de milho, pois exige uma grande participacdo dos custos de aplicacdes no
valor total da producéo, sendo que esse valor vem aumentando, o que pode assim,
limitar o seu uso no futuro (SAVARY et al.,, 2014). Aléem disso, o N aplicado via
fertilizante mineral pode causar poluicdo ambiental, se aplicado em doses
excessivas (GOULDING et al., 2008).

Na cultura do milho, a adubacao nitrogenada é recomendada na perspectiva
de aumento da produtividade. E indicada a aplicacdo de um terco do N na
semeadura e o restante em cobertura, visto que, na fase inicial, as plantas precisam
de pouca quantidade deste nutriente (SAWAZAKI, 2001).

Contudo, a aplicacdo de nitrogénio via fertilizante mineral pels culturas
apresenta baixa eficiéncia em condicfes tropicais, pois apresenta grandes perdas,
em razdo, principalmente, da lixiviacdo de nitrato (NO’3), desnitrificacdo e
volatilizagéo tanto da ureia quanto da amoénia (NHz) (ROGERI, 2010).

As plantas absorvem nitrogénio do solo na forma de nitrato, amdnio, uréia e
aminoacidos, prevalecendo o nitrato em grande parte dos solos por ser o produto
final da utilizacdo microbiolégica do nitrogénio amoniacal, onde bactérias
guimiossintetizantes dos géneros Nitrossomonas e Nitrobacter que oxidam a aménia
e utilizam os elétrons removidos no seu metabolismo (WILLIANS; MILLER, 2001).

As folhas sdo capazes de absorver o N nas formas gasosas NH3" (PING et
al., 2000), diéxido de nitrogénio (NO,) (SPARKS et al., 2001), NH4", NO3', ureia e
aminoéacidos (FURUYA; UMEMIYA, 2002). Outra forma de suprimento do N para as
plantas é através da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), tendo como fonte o N
gasoso (N), que compde cerca de 78% dos gases da atmosfera.

Com a expansado das fronteiras agricolas, intensificou-se a importacdo dos
fertilizantes agricolas no Brasil. Segundo a ANDA (2020), o fertilizante nitrogenado
foi, em 2019 e 2020, o 2° principal produto importado pelo Brasil. Cerca de 75% do
consumo é importado, sendo o maior importador mundial do produto, configurando
como 4° maior consumidor, depois da China, india e Estados Unidos. Aliado a
elevada dependéncia externa da importacdo dos fertilizantes sintéticos, corre-se o

risco de enfrentar escassez dos mesmos e diminuir a producdo de diversas culturas,
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uma vez que estas sdo importantes para o pais na geracdo de commodities ou
pagar mais caro pelo produto, aumentando assim, o custo de producéo, reduzindo a
rentabilidade das culturas.

Entretanto, para amenizar tal situacdo, é necessario que se adotem e utilizem
alternativas sustentaveis para reduzir essa dependéncia da importacdo dos
fertilizantes nitrogenados, a fim de reduzir os custos de producdo e emissao de
gases de estufa atribuidos a agricultura. A FBN € uma das alternativas que tem sido
recomendada, comprovadamente eficiente em culturas como a soja, entretanto, com

grande potencial para outras culturas.

2.1.3 Doses de nitrogénio na cultura do milho

As praticas agricolas no manejo das culturas requerem a integracao de varias
areas de conhecimento para o alcance de elevadas produtividades. Dentre as varias
areas da ciéncia, a fertilidade dos solos ocupa um papel fundamental quanto a
aplicacdo correta em época, quantidade e qualidade de nutrientes para o
desenvolvimento das culturas em um sistema de producdao (ROCHA, 2014).

As quantidades de adubo nitrogenado a serem aplicadas sdo muito variaveis,
dependendo da variedade e produtividade esperada. A cultura do milho pode ter
incrementos significativos na produtividade de grdos com a aplicacdo de até 150 a
200 kg N ha' (ARAUJO et al., 2004). As quantidades recomendadas variam
conforme o manejo da cultura (LARA CABEZAS et al., 2004), isto é, levando em
conta os outros fatores de producdo como cultivar (JAKELAITIS et al., 2005), época
de semeadura (MAR et al.,, 2003), cultura anterior (ROSOLEM et al., 2004) e
produtividade esperada (RAIJ; CANTARELLA, 1997).

Para se obter a maxima eficiéncia do fertilizante nitrogenado é importante
determinar as épocas em que esse nutriente é mais exigido pelas plantas,
permitindo-se assim, corrigir as deficiéncias que possam ocorrer durante o
desenvolvimento da cultura. A eficiéncia da adubacao nitrogenada € dependente de
condicdes climéticas, tipo de solo, acidez, conteudo de argila, cultivares, cultura
anterior, distribuicdo de chuvas, niveis de fertilizagdo nitrogenada e sua interagéo
com outros nutrientes (SIMS et al., 1998).

A absorcdo de N pelas plantas de milho ocorre em todo seu ciclo vegetativo,

sendo pequena no primeiro més, aumentando consideravelmente a partir dai,
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atingindo taxa superior a 4,5 kg N ha™ de dia™, durante todo o florescimento (CRUZ
et al., 1996). Entre 25 e 45 dias, a planta de milho chega a acumular 43% do N que
necessita e, entre as fases de desenvolvimento pleno, ainda vai absorver 31% de
sua necessidade total (MUZILLI et al., 1989).

Bull (1993) mencionou a influéncia da adubacao nitrogenada no aumento do
indice de area foliar, da massa de 1.000 graos, de altura de planta, da producédo de
biomassa e do indice de colheita na cultura do milho e ressaltou que a aplicacao de
N pode também influenciar indiretamente a nutricdo da planta, havendo maior
absorcao de outros nutrientes em razéo da exploracdo de maior volume de solo pelo
aumento do sistema radicular. Para 0 mesmo pesquisador, quando se manteve
adequado o fornecimento de nutrientes para o milho, a producao diaria de matéria
seca foi 245 kg ha?, enquanto em condicdes de extrema deficiéncia de N, a
producéo diaria foi 82 kg ha™, evidenciando a importancia do correto fornecimento
de N para a cultura.

Em sistema de semeadura direta tem-se obtido a produ¢do maxima calculada
com a aplicacéo de 96 kg N ha® (CAMPOS, 2004), 140 kg N ha* (LANGE et al.,
2006) e 166 kg N ha™ (SILVA et al., 2005). No entanto, alguns autores (ARAUJO et
al., 2004; JAKELAITIS et al., 2005) obtiveram incrementos lineares de produtividade
até dose de 240 kg N ha™.

Contudo, existe uma série de variaveis que condicionam as transformacdes
do N no solo, que sdo mediadas por microrganismos, e dependem das condicdes
edafoclimaticas, principalmente do tipo de solo, da precipitacdo pluvial e da
temperatura (LARA CABEZAS etal., 2004); dependem, além disso, das
caracteristicas dos residuos vegetais da cultura de cobertura antecessora ao milho
(AMADO et al., 2002).

2.2 A cultura do feijoeiro: Importancia e producéao

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de extrema
importancia para a alimentagdo humana em todo o mundo, particularmente nos
paises em desenvolvimento, onde constitui a principal fonte de proteina, por
apresentar baixo valor econdmico, quando comparada com proteinas de origem
animal (MEZIADI et al., 2016). E também uma leguminosa rica em carboidratos,

minerais como ferro, vitaminas e aminoacidos essenciais (PETRY et al., 2015).
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O feijdo comum é uma cultura de ciclo curto e, por isso, apresenta uma
vantagem para o produtor, pois, consegue adequar a sua semeadura dentro de uma
janela menor, sem ter que abrir mao da producdo de outros gréos ainda no mesmo
ano e safra. O Brasil possui trés épocas distintas de semeadura, favorecendo assim
uma oferta constante do produto ao longo do ano. O feijdo de primeira safra é
semeado entre agosto e dezembro, o de segunda safra é cultivado entre janeiro e
abril e o de terceira safra € semeado de maio a julho (CONAB, 2021).

No ano agricola de 2020/21, o primeiro ciclo deve destinar 913,4 mil hectares
para o plantio de feijdo, com uma projecéo de producdo na ordem de 1.082,6 mil
toneladas, somando os feijdes do tipo comum cores, comum preto e caupi (CONAB,
2021). Segundo a mesma referéncia, para a producéo total, incluindo as estimativas
de segunda e terceira safras, a previsdo é de destinacdo de 2.926,2 mil hectares
para o cultivo do feijado comum, com uma producdo esperada de 3.144,2 mil
toneladas e produtividade estimada em 1074 kg ha™.

A cultura do feijdo comum constitui uma das mais representativas
exploracdes agricolas do Brasil em termos de area de cultivo e valor de producéo.
Na safra de 2019/20, o Estado do Parana ocupou uma area de 173,8 mil hectares,
com producéo aproximada de 289,4 mil toneladas e produtividade de 1.665 kg ha™
para o feijao comum (CONAB, 2020).

Na safra de 2020/2021, no Parana, o ritmo de plantio foi afetado pelos
periodos de estiagem, resultando em uma semeadura bastante escalonada. Dessa
forma, as lavouras estdo nos mais diversos estadios, desde o desenvolvimento
vegetativo até a colheita. Esta Ultima comeca a ganhar maior intensidade e chegou
aos 30% da area semeada (44,5 mil hectares) ao final de dezembro de 2020. Ao
todo, a expectativa nessa primeira safra € que sejam colhidas 86,6 mil toneladas no
estado (CONAB, 2021).

A preferéncia do consumidor brasileiro é regionalizada e diferenciada, em
relacdo a cor e ao tipo de grdo. O feijdo do tipo carioca é o mais cultivado, e
representa 70% do consumo do brasileiro, sendo apreciado em todas as regides do
Brasil (MAPA, 2021). O feijao preto € o segundo gréo mais consumido, com 20% de
preferéncia, e tem mais aceitacdo nos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Rio de
Janeiro e parte do Espirito Santo (FARIA et al., 2014).

Apesar de apresentar produtividade nacional estimada em 1.074 kg ha™

(CONAB, 2021), o feijoeiro estd em processo de transi¢céo tecnoldgica, deixando de
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ser de agricultura familiar para altamente um sistema altamente tecnificado
(PEREIRA et al., 2004). O feijoeiro é explorado em sistemas bem variados onde o
alto nivel tecnolégico proporciona produtividades superiores a 4500 kg ha™* (MAPA,
2021).

O aumento da produtividade € uma tarefa continua e pesquisas tém sido
frequentemente realizadas para melhorar o desempenho da cultura, desde a
otimizacdo da irrigacdo, experimentos visando a adaptabilidade de cultivares em
cada regidao (VIEIRA et al.,, 2014), realizacdo da calagem (SILVA et al.,, 2011),
adequada nutricdo mineral (SANTI et al.,, 2013), inoculacdo de sementes com
bactérias fixadoras de nitrogénio (ALBUQUERQUE et al., 2012; MATOSO;
KUSDRA, 2014), entre outras praticas.

2.2.2 Caracteristicas e fenologia do feijao comum

O feijdo comum é uma planta da familia fabacea, anual, herbacea e apresenta
habitos de crescimento determinado ou indeterminado, que combinados com o porte
da planta e ramificacdo do caule, apresenta-se sob quatro tipos morfolégicos: Tipo 1,
hébito de crescimento determinado, arbusto e porte de planta ereto; tipo 2, habito de
crescimento indeterminado, arbusto, com porte de planta ereto e caule pouco
ramificado; tipo 3, com habito de crescimento indeterminado, prostrado ou semi-
prostrado com ramificacdes bem desenvolvidas e abertas e; tipo 4, com crescimento
indeterminado, trepador, caule com forte dominancia apical e nimero reduzido de
ramos laterais (SANTOS; GAVILANES, 1998).

Segundo Portes et al. (2009) o ciclo do feijdao comum € caraterizado por duas
fases sendo a vegetativa, que tem seu inicio com a germinacdo da semente e
estende-se até o aparecimento dos primeiros botdes florais, e a fase reprodutiva,
que inicia desde o florescimento e finaliza com a maturacao fisiologica de gréos.

A escala fenoldgica proposta por GEPTS & FERNANDEZ (1982) e
citada por FANCELLI (1990) é a mais utilizada. O ciclo é dividido em 10 estadios
denominados por uma letra e um numero, a letra V se refere a fase vegetativa e a
letra R, a reprodutiva: germinacao (V0); emergéncia (V1); aparecimento de folhas
primarias (V2); surgimento de folha trifoliolada (V3); terceira folha trifoliolada (V4);
surgimento do primeiro botdo floral (R5); a abertura da flor (R6); primeira vagem

(R7); enchimento das vagens (R8) e maturacao fisiologica (R9) (Figura 2).
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Esta cultura pode ser cultivada em varzeas e em terras altas, isentas de
encharcamento, preferencialmente em &reas com pouca declividade ou quase
planas, desde que em solos soltos e friaveis, visto que o maior volume radicular se
situa nos primeiros 20 cm de profundidade e com 80% a 90% das raizes localizadas
nos primeiros 40 cm (RIBEIRO et al., 2011).

Para Yokoyama et al. (1996) existem varios fatores que influenciam a
produtividade do feijao comum, desde a temperatura, a precipitacdo e a distribuicéo
de nutrientes. Quanto as necessidades nutricionais do feijdo, essas variam
dependendo da produtividade esperada das cultivares, sendo os macronutrientes

mais requeridos pela cultura.
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Figura 2- Fases de desenvolvimento da cultura do feijado comum
(COOPERTRADICAO, 2019).

2.2.3 Importancia do nitrogénio na cultura do feijoeiro

A cultura do feijdo comum, por ser uma espécie de ciclo curto e apresentar
pequena profundidade de raizes, necessita que 0s nutrientes essenciais para 0 seu
crescimento, desenvolvimento e produgéo sejam fornecidos no decorrer de um curto
espaco de tempo e em quantidades adequadas (ALMEIDA et al., 2000).

Para Arf et al. (2011) e Viana et al. (2011), o nitrogénio € um nutriente

essencial e indispensavel para a producdo do feijoeiro. Porém, a adubacéo
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nitrogenada deve propiciar uma boa nutricdo para a planta até o periodo do
florescimento. A aplicagdo de N através da adubacdo resulta em aumento de
producdo de massa seca e do numero de vagens por planta, o que,
consequentemente, pode proporcionar ganhos significativos em produtividade de
graos.

O uso irregular de fertilizantes na agricultura € o principal responsavel pela
contaminacao das aguas subterraneas e superficiais. Esse uso inadequado aumenta
as perdas de N no ambiente, nas formas como aménia (NH3), amonio (NH,), 6xidos
de nitrogénio (NOx), oxido nitroso (NO) e nitrato (NOs) (FAO, 2013). A nivel
mundial, o setor da agricultura e da pecuaria, sdo responsaveis pela emissao de 2/3
do N,O para atmosfera (GALLOWAY et al., 2003).

De acordo com Figueiredo (2012), a utilizacdo da adubacéo nitrogenada é
dispendiosa, responde pouco as demandas da planta e pode causar danos
ambientais, uma vez que sua perda por lixiviagdo e escoamento superficial
contamina os solos e lencois freaticos, assim, a estimativa de aproveitamento
desses adubos € de cerca de 50% da quantidade aplicada.

Em pesquisa realizada por Valderrama et al. (2009) avaliando quatro doses
de N em cobertura (0, 40, 80 e 120 kg N ha™) na forma de ureia e ureia revestida e
quatro doses de P,Os (0, 50,100 e 150 kg ha™) na forma de super fosfato triplo e
super fosfato triplo revestido, observaram que independentemente da fonte de N, o
feijdo comum apresentou resposta linear as doses de adubos nitrogenados para teor
do N-foliar e produtividade de gréos.

Moreira et al. (2013) avaliando o desempenho agrondmico do feijoeiro com
quatro doses idénticas de N em semeadura e cobertura (0, 40, 80 e 120 kg ha™) néo
observaram diferenca significativa entre doses de N em semeadura e/ou cobertura
para 0 numero de grdos por vagem e para o peso de 100 grédos. Considerando
apenas a adicdo de N em semeadura, 0 numero de vagens por planta e o
rendimento de grdos se elevaram com o incremento da dose até 120 kg N ha™

Santana et al. (2020), avaliando a producéo de feijao-de-corda sob diferentes
doses de N aliado a aplicacdo de boro, verificaram que a aplicacdo de diferentes
doses de N interferiu significativamente nas médias de produgdo de vagens por
planta, peso de cem graos (graos verdes) e numero de gréos por vagem, sendo que
as aplicacdes de 100 e 150 kg ha™ de N foram as que apresentaram os melhores

resultados.
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Em uma tentativa de suprir a necessidade de nitrogénio, as plantas
conseguiram  desenvolver habilidades para realizar associagbes com
microrganismos que fixam este elemento através do estabelecimento de simbiose
mutualista com determinadas espécies de bactérias da familia Rhizobiaceae. Assim,
a cultura do feijoeiro pode se beneficiar do N fixado por este processo bioldgico.
Porém, ao contrario do que ocorre com a cultura da soja, no feijoeiro, a fixagdo
biologica de nitrogénio (FBN) ndo é capaz de suprir a necessidade de N da cultura
(MATOSO; KUSDRA, 2014).

Na associacdo simbiotica entre bactérias género Rhizobium e plantas da
familia das leguminosas, ha formacdo de nodulos e ambos 0s organismos sdo
beneficiados, pois a leguminosa fornece fonte de carbono as bactérias e estas por
sua vez, fornecem o N necessario ao desenvolvimento da planta (SILVA, 2012).

O nitrogénio acumulado pela cultura do feijoeiro é provido do processo
conhecido como fixagcdo biol6gica de nitrogénio, seguido do N contido no solo e
através de fertilizantes aplicados. A aplicacdo de doses elevadas de N,
principalmente durante a semeadura proporciona reducao da fixacdo biologica de
nitrogénio, sendo a cultura favorecida pela adubacéo de arranque (BRITO et al.,
2011; FERREIRA et al., 2011; ANDRADE, 2014).

A associacdo do feijdo com espécies de bactérias do grupo dos rizébios,
principalmente Rhizobium tropici, € uma tecnologia capaz de substituir a adubacéo
nitrogenada, total ou parcialmente, reduzindo o custo de producédo e proporcionando
altos rendimentos na cultura (GRANGE et al. 2007, PELEGRIN et al. 2009, TOZLU
et al. 2012).

2.3 Fixacao Bioldgia de Nitrogénio associativa e de de vida livre

A maioria dos microrganismos fixadores de nitrogénio € de vida livre,
ocorrendo em todos os tipos de solo, na rizosfera e filosfera de plantas, podendo ser
encontrados em simbiose com varias espécies vegetais. Quando as relacdes entre
microrganismos e plantas sdo menos especializadas, 0s mesmos recebem
denominacéo de associativos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Segundo Lopes (2007), os microrganismos fixadores de N mais estudados
podem ser agrupados da seguinte forma: cianobactérias, rizobios, franckia (LOPES,

2007), bactérias de vida livre e associativas com elevado potencial biotecnoldgico
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(Azotobacter chroococcum, Beijerinckia fluminensis, Azotobacter paspali, Derxia
spp., Paenebacillus azotofixans), bactérias diazotréficas associativas (Azospirillum
spp. e Burkholderia spp.) ou bactérias diazotroficas endofiticas (Herbaspirillum spp.
e Burkholderia spp.) (MOREIRA et al., 2010). Para o presente estudo seréo
abordadas as cianobactérias, rizobios e bactérias diazotroficas associativas,

especificamente o Azospirillum.

2.3.1 Cianobactérias

As cianobactérias (algas azuis-verdes) sdo seres procariontes assim como
bactérias do tipo Gram-negativas que realizam fotossintese oxigénica
(oxifototréficas) e utilizam tipicamente a agua como doadora de elétrons (WHITTON;
POTTS, 2000). Contudo, a fotossintese aerdbica € incompativel com a fixacdo de
nitrogénio, uma vez que a nitrogenase € inativada por oxigénio (KUMAR et al.,
2010). Deste modo, as cianobactérias utilizam dois mecanismos principais para
separar essas atividades: um temporal e outro espacial. A primeira ocorre segundo o
ciclo circadiano, no qual ha o armazenamento de glicogénio durante o dia e fixacao
de nitrogénio durante a noite (TOEPEL et al., 2009), sendo comum em alguns
géneros unicelulares. A outra forma ocorre por meio de células diferenciadas
denominadas heterdcitos, sendo um mecanismo exclusivo de espécies de
cianobactérias filamentosas (Sandh et al., 2009; Kumar et al., 2010).

Os fotossistemas | e Il e clorofila a, estédo presentes no aparato fotossintético
da membrana dos tilacdides de todas as espécies, inclusive ficobiliproteinas
arranjadas nos ficobilissomos atados a membrana externa dos tilacoides (LEE,
1999). Alguns representantes do grupo apresentam ainda, clorofila b (Prochloron
didemni), clorofila d (Acaryochloris marina) e recentemente foi descrita uma nova
clorofila em estromatdlitos, a clorofila f (CHEN et al. 2010).

De acordo com Komarek (2006) as cianobactérias sdo os Unicos organismos
oxifototroficos que contém mecanismos e adaptacdes para fixar N atmosférico, e
todas estas caracteristicas adaptativas permitem que as cianobactérias colonizem os
mais variados ambientes: terrestre, marinho, de agua doce, além de ambientes
extremos como fontes termais, geleiras, desertos, rochas nuas, lagoas alcalinas e

hipersalinas.
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Registros fosseis indicam que as cianobactérias surgiram na Terra ha mais de
3,5 bilhdes de anos, sendo que sua grande proliferacdo ocorreu ha cerca de dois
bilhdes de anos. S&o organismos unicelulares que apresentam na sua estrutura
filamentos ou colbnias multicelulares com quase nenhuma diferenciacdo (PINOTTI;
SEGATO, 1991).

Segundo Fleming e Haselkorn (1973), as cianobactérias possuem na sua
estrutura dois tipos de células especializadas chamadas de heterocistos e acinetos,
sendo que o0s 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. Em relacdo aos acinetos, sdo células resistentes a condicfes
ambientais desfavoraveis. Para Barsanti e Gualtieri (2006), a reproducdo das
cianobactérias € assexuada, ocorrendo ou por divisdo celular, fracionamento de
colonias, formacéo de hormogdnios ou acinetos.

As cianobactérias apesar de sobreviverem em vida livre, também
estabelecem associacfes com diversos membros do reino vegetal e podem
contribuir em grandes propor¢cdes com o nitrogénio fixado (PRASANNA et al., 2012).
Tem destaque neste ponto a colonizacdo de cianobactérias em ambientes pobres
em nitrogénio, ou associadas a filosfera das plantas em ambientes naturais.

Pesquisas realizadas utilizando cianobactérias despertam interesse em
diversas areas quanto ao potencial biotecnolégico que elas apresentam,
principalmente devido a capacidade de produzir compostos bioativos, tais como
toxinas, siderd6foros e antibidticos com diversas propriedades farmacoldgicas
(NAGARAJAN et al., 2011).

Em relacdo a agricultura, destaca-se o potencial da sua biomassa utilizada
como biofertilizantes do solo. No solo encontram-se espécies terrestres de
cianobactérias que sdo organismos benéficos para a fertilidade, que apresentam a
capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico, auxiliam na agregacdo das
particulas do solo produzindo metabdlitos, e com isso, permitir a manutencdo da
umidade, reduzindo os riscos de erosédo (SHARIATMADRI et al., 2013).

Quanto a exploracdo dos beneficios das cianobactérias em culturas com
interesse econdmico, a pratica mais conhecida e consolidada € a inoculacdo das
mesmas no feijdo comum (PICHARDO; PFLUGMACHER, 2011), na cultura de milho
(GAVILANES et al., 2020), na cultura de trigo (EL-SHINNAWIL et al. 2016), na soja
(JADHAV; TALEKAR, 2020) e na cultura do arroz (JING et al. 2019).
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A associacdo das cianobactérias com outras bactérias promotoras de
crescimento e fixadoras de N aumentam o fornecimento desse nutriente as plantas
(ANDRADE e COLOZZI FILHO, 2014) como a coinoculacdo de Anabaena cylindrica
com Azospirillum brasilense que aumenta o rendimento de gréos de hibridos de
milho (GAVILANES et al. 2020), a co-inoculacdo de rizobio, Azospirillum, e
cianobacteria em aumento produc&o de feijaio comum (HORACIO et al., 2020).

A fertilidade dos solos nos campos de cultivo do arroz é mantida pela
atividade de cianobactérias heterocisticas que ocorrem de forma abundante nesses
campos (ANDRADE; COLOZZI FILHO, 2014).

Estas cianobactérias, além de fixarem biologicamente o N, também secretam
substéancias nitrogenadas, contribuindo para o aumento da decomposicédo de matéria
organica no solo (MOS). Os beneficios da FBN no cultivo do arroz sdo mais visiveis
em campos alagados, em que se observa a presenca da Azolla, uma planta
pteridofita que tem como endossimbionte a cianobactéria Anabaena, esta que se
encarrega na fixacdo do N (FIORE et al., 2005).

Devido ao potencial agricola das cianobactérias como biofertilizantes na
cultura do arroz, torna-se necessario avaliar a sua viabilidade agronémica em varias
culturas, com vista a verificar também o seu efeito. Em geral, entre o0s
microrganismos fotossintetizantes, as cianobactérias destacam-se como um dos
maiores grupos de produtores primarios de MO e fixadores de N,. Diversas espécies
de cianobactérias sao capazes de transformar a molécula de gas N, em amoénia, que
posteriormente serd assimilada em aminoacidos, proteinas e outros compostos
nitrogenados existentes nas suas células (REVIERS, 2010).

Para o caso especifico deste estudo foi avaliada a eficiéncia das espécies
Anabaena cilindrica e Calothrix brevissima, associadas ao rizébio no feijdo e ao A.

brasilense na cultura de milho, respectivamente.

2.3.1.1 Anabaena cylindrica

Anabaena é um género de cianobactérias filamentosas, fotoautotroficas de
reproducdo assexuada, formadoras de heterocistos, produzem oxigénio pela
fotossintese, crescem em filamentos longos de células vegetativas, pertence a
classe cyanophyceae, ordem Nostocales e familia Nostocaceae. Elas sé&o

conhecidas por habilidades de fixacdo de nitrogénio e formam relacées simbidticas
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com certas plantas (STARR et al., 2013).

Para Shih et al (2013) comumente, maior parte das espécies do género
Anabaena podem ser encontradas em aguas continentais (Agua doce) e apresentam
um tamanho de 7,06 Mpb.

Algumas cianobactérias do género Anabaena que sdo produtoras de
pigmentos de interesse comercial como “clorofila a”, ficobilinas, polissacarideos,
também tém sido utilizadas como biofertilizantes (LORETO et al., 2003).

Segundo Itou et al. (2001) a Anabaena cylindrica, além de contribuir na
fixacdo de N, também tem atividade na solubilidade do ferro por produzir sideréforos.
Para Patel et al., (2017), a sua a biomassa pode ser utilizada na producdo de
biodiesel. De acordo com Fay (1969), a diferenciagcdo celular em Anabaena
cylindrica caracteriza-se em alteracdes caracteristicas na composicdo dos pigmentos
de heterocistos e esporos.

Poucas pesquisas que relatam sobre a inoculacdo de A. clindrica. Das
pesquisas existentes relatam o potencal da inoculacdo e coinoculacdo de A.
cylindrica com outros microrganismos. Zambrano et al. (2020) avaliando a
coinoculacéo de A. cylindrica com A. brasilense no rendimento de graos de hibridos
de milho demonstram que os hibridos de milho apresentaram comportamento
semelhante, independentemente da inoculacdo ou coinoculacdo com A. brasilense e
A. cylindrica, recomendando esses microrganismos como inoculantes. Horacio et al.
(2020) avaliando a coinoculagdo de rizébio (R. topici + R. freirei), Azospirillum
brasilense e cianobactérias da espécie A. cylindrica, observaram maior nodulacao,
maior crescimento da planta e maior producdo do feijdo comum com a cultivar IPR

Campos gerais.
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Figura 3 - Cianobactéria Anabaena cylindrica (https://utex.org/products/utex-b-0629).
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2.3.1.2 Calothrix brevissima

A cianobactéria Calothrix brevissima, pertencente também a classe
cyanophyceae, ordem Nostocales e familia Rivulariaceae, apresenta filamentos com
comprimento até de 60 um na sua estrutura e as suas células possuem de 4-5 ym
de largura, estritamente constrangidas nas paredes cruzadas. A sua cor
caracteristica € verde oliva, com célula apical arredondada e heterocisto basal
hemisférico a esférico (BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

N&o hé& relatos de pesquisas realizadas sobre a utilizacdo da Calhothrix
brevissima como inoculante agricola. Para Habib et al. (2011) a Calothrix sp. € uma
das cianobactérias dominantes em campos de arroz das areas Umidas. Elas
enriguecem o solo com nitrogénio e carbono, atuam na solubilizacdo de fosfatos,
contribuindo assim na melhoria da agregacéo do solo.

A Calothrix brevissima quando cultivada em meio sem N forma um heterocisto
basal seguido de um filamento de células de tamanho decrescente. Quando
cultivado num meio com nitrato ndo forma heterocistos, mas permanece o
afunilamento dos filamentos. Contrariamente, a polaridade assim como a
diferenciacdo de heterocistos é perdida no crescimento em meio com amoénio e

observa-se a formacéao frequente de ramos falsos (RAI et al., 1978).

Figura 4 - Cianobactéria Calothrix brevissima
(http://lwww.kpabg.ru/cyanopro/sites/default/files/Calothrix_brevissima_1.JPG).
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2.3.2 Riz6bios

Rizobios séo bactérias fixadoras de N que nodulam em raizes de
leguminosas. S&o conhecidas coletivamente como rizébios devido ao fato que a
primeira espécie descrita foi Rhizobium leguminosarum (FRANK, 1889). Incluem-se
nesse grupo as bactérias de diversos géneros (Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium) e outras espécies que estabelecem
simbiose com a maioria das leguminosas. Este grupo caracteriza-se como 0 mais
eficiente em virtude de uma parceria vegetal e microrganismo, considerado o
processo de simbiose muito evoluido. A simbiose de leguminosas com os rizébios
caracteriza-se pela formacdo de nodulos nas raizes e caules (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

Plantas que apresentam quantidades significativas de nddulos nas raizes e/ou
caule tém suprida toda sua demanda por nitrogénio. Pesquisas realizadas com esse
grupo de bactérias sdo muito avancadas, sendo que héa estirpes especificas de alta
eficiéncia, selecionadas para varias culturas; com a producdo comercial de
inoculantes com elevada concentracdo de bactérias, para que o0 processo de
inoculacao seja o mais eficiente e produtivo. No Brasil, o sistema de inoculacdo com
bactérias dos géneros rizébios, principalmente para a cultura da soja, € considerado
0 sistema mais viavel economicamente e ecologicamente como fonte de nitrogénio
(HUNGRIA et al., 2001).

A cepa bacteriana fixadora de N, simbidtica PRF81 isolada do solo do sul do
estado do Parand, no Brasil, geralmente referida como Rhizobium tropici, foi
reclassificada como R. freirei (DALL’AGNOL et al., 2013). Esta cepa PRF81 (=
SEMIA 4080) é muito eficaz na fixacdo de N em condi¢cbes de campo e tem sido
utilizada com sucesso em milhares de doses de inoculantes comerciais para o
feijoeiro, combinados ou ndo com a cepa R. tropici CIAT899 (= SEMIA4077).

As respostas do feijoeiro a inoculacdo com cepas de rizébio foram relatadas
por Hungria et al. (2000) e por Soares et al. (2006) que combinou a inoculagéo de
rizobio com a aplicagdo de N-uréia, 0 que aumentou a produtividade da cultura. Em
um estudo realizado por Chekanai et al. (2018), os autores demosntraram que
existem cultivares de feijdo melhoradas, responsivas a inoculacao de rizébio, e que
existem solos que ndo respondem a essa pratica, principalmente aqueles

degradados. Pacheco et al. (2020) avaliando diferencas na contribuicdo da fixagéo
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biolégica de nitrogénio para o desempenho produtivo de cultivares de feijao pela
técnica de abundancia natural *°N, observaram que as plantas de feijoeiro
dependentes de FBN foram capazes de alcancar altas produtividades, muito
proximas as plantas supridas com alta taxa de N-fertilizante, na dose de 90 kg N ha
! usando a ureia). Horacio et al. (2020) avaliando a coinoculacdo de rizébio (R.
topici + R. freirei), Azospirillum e cianobactéria da espécie Anabaena cylindrica
observaram maior nodulacdo, maior crescimento da planta e maior producdo do

feijdo comum com a cultivar IPR Campos gerais.

2.3.3 Bactérias Diazotroficas Associativas

S&0 microrganismos capazes de associar-se com todos os tipos de plantas, e
para inoculacdo, sdo de interesse com a familia Poaceae. As principais atribuicdes
de importancia agricola referenciadas destes microrganismos sdo a FBN, a
produgdo de substancias que auxiliam no crescimento radicular, aumento da
colonizacdo micorrizica, e aumento na eficiéncia de absorcdo de nutrientes e,
consequentemente, na produtividade. Devido a este aspeto, também sao
consideradas bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) assumindo
papel importante no que diz respeito a interacdo com raizes de plantas e ciclagem
de nutrientes, entre outros (MOREIRA et al., 2010).

Para Moreira; Siqueira (2006), as espécies mais comumente encontradas
sao: Azospirillum spp. (A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraefans,
A. irakense, A. largimobile, A. doebereinerae, A. oryzae) entre outras pertencentes
aos géneros Herbaspirillum, Paenabacillus, Azotobacter, Azoarcus, Burkholderia,
Gluconacetobacter, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Derxia, Pantoea e Serratia.

As bactérias diazotréficas associativas podem ser agrupadas em trés
categorias de acordo com a sua localizacdo na planta, que pode ser ao redor das
raizes, formando assim o primeiro grupo de organismos rizosféricos, pois colonizam
principalmente a rizosfera, ou dentro das raizes, formando assim, o segundo grupo
dos endofiticos facultativos, pois colonizam tanto a parte interna quanto a externa
das raizes. Finalmente, temos o terceiro grupo de endofiticos obrigatoérios,
considerado 0 mais importante por colonizar o interior de raizes e parte aérea das
plantas (BALADANI et al., 1997).
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Os efeitos das bactérias de promocao de crescimento de plantas ocorrem de
forma direta por meio de mecanismos de fixacdo de nitrogénio, sintese de
sideroforos, producdo de fitormonios, solubilizacdo de fosfato e mineralizacdo de
nutrientes, e de forma indireta através de mecanismos como inducao de resisténcia
sistémica, reducao de fatores de estresse, producdo de antibiéticos e antagonismo a
fitopatdogenos (OLIVEIRA et al., 2003).

A especificidade da interacdo entre as BPCPs e as plantas varia de acordo
com as caracteristicas genéticas das espécies envolvidas. Além disso, a eficiéncia
destes microrganismos pode ser influenciada por outros fatores, como a quantidade
e qualidade dos microrganismos inoculados, o método usado para inoculacao, a
estirpe bacteriana, a fase de desenvolvimento da cultura no ato da inoculagéo, as
condicBes edafoclimaticas, interacbes com a microbiota nativa, a fitossanidade das
plantas, adi¢cdo inadequada de nutrientes no solo atraveés da fertilizagdo e muitos
outros (MELNICK et al., 2008; MATSUMURA et al., 2015; CORDEIRO, 2017).

Em pesquisa desenvolvida por Mariano et al. (2004), os autores afirmam que
as BPCPs podem ser utilizadas para tratamento de sementes, explantes e mudas
micropropagadas, incorporadas ao solo, tubérculos ou raizes, pulverizadas nas

partes aéreas, incluindo folhas e frutos, e também em pds colheita.

2.3.3.1 Género Azospirillum

O género Azospirillum abrange um grupo de BPCP de vida livre que é
encontrado em quase todos os lugares da terra; ha relatos, também, de que as
bactérias desse género podem ser endofiticas facultativas (DOBEREINER,;
PEDROSA, 1987; HUERGO et al., 2008).

Essas bactérias, também denominadas como diazotroficas ou fixadoras de
N,, se associam a diversas espécies de plantas em diferentes graus de
especificidade, levando a classificagcdo como bactérias associativas, endofiticas ou
simbidticas (HUNGRIA et al., 2007). Para os autores, estas bactérias sdo capazes
de promover maior crescimento e desenvolvimento do sistema radicular de plantas,
promovendo entdo, melhor absor¢do de agua e nutrientes, podendo ocasionar maior
crescimento, desenvolvimento e produtividade.

A sua acgéo na melhoria do desenvolvimento do sistema radicular de plantas,

pode também condicionar em maior absor¢do de agua e nutrientes, maior tolerancia
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a estresses, melhorando assim o vigor e a producao das culturas (DOBBELAERE et
al., 2001; BASHAN et al.,, 2004), e também contribuem para maior tolerancia a
fitopatdbgenos (CORREA et al., 2008). Bactérias do género Azospirillum tem sido
associada a diversas espécies de plantas com interesse comercial, como o milho
(REPKE et al., 2013; MULLER, 2013), cana de acucar (LOPES, 2013; SCHULTZ et
al., 2012) e trigo (MENDES et al., 2011; RODRIGUES et al., 2014; LEMOS et al.,
2013).

Esta bactéria possui ampla faixa de hospedeiros e a sua presenca foi
confirmada na rizosfera de mais de 100 espécies de plantas (BASHAN; HOLGUIN,
1997). O Azospirillum em associacdo com a plantas, € mantido pelos exsudatos das
raizes, que servem como fonte de carbono e energia (BALDANI et al., 1997), e
interfere favoravelmente no crescimento das plantas destacando-se a estes, a
sintese de fitormoénios (HUNGRIA, 2011).

Barassi et al. (2008), relatam que resultados de pesquisas sobre inoculagéo
com o Azospirillum mostram melhoria dos aspectos fotossintéticos das folhas como
teor de clorofila e condutancia estomatica, maior producédo de biomassa, de altura de
plantas, maior teor de prolina na parte aérea e raizes, melhoria no potencial hidrico,
aumento no teor de agua do apoplasto, melhor elasticidade da parede celular.
Verma et. al. (2001) afirmam que além da fixacdo do N atmosférico, estas bactérias
podem atuar na solubilizacdo do fosfato inorganico em associacdo com gramineas.
Dobereiner et al. (1976) afirmam que o Azospirillum contribui com parte de N
necessario as plantas. Por outro lado, para Repke et al. (2013), é necessaria uma
suplementacdo de N na forma de adubo nitrogenado mesmo com a inoculacéo de
sementes com a bactéria.

A espécie Azospirillum brasilense é uma das mais estudadas, com diversas
pesquisas por todo Brasil e no mundo (BASHAN et al., 2004). Em 1996, a Embrapa
Soja e o grupo da Universidade Federal do Parana, do Departamento de Bioquimica
Molecular, se uniram na realizacdo de ensaios laboratoriais e testes agrondmicos a
campo com Azospirillum.

De acordo com os critérios da legislacdo brasileira para inoculantes
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
foram testadas e selecionadas estirpes de Azospirillum que apresentavam maior
promocgdo de crescimento das plantas, maior sobrevivéncia no solo e maior

adaptacdo as técnicas utilizadas na cultura do milho. Foram realizados varios
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experimentos a campo em diversas safras, no qual surtiu a selecdo de estirpes de
Azospirillum brasilense (AbV4, AbV5, AbV6 e AbV7), autorizadas pelo MAPA para a
producao de inoculantes para a cultura do milho (HUNGRIA, 2011).

Desta forma, as industrias produtoras de inoculantes preferem produzi-los
com a combinacdo de estirpes AbV5 + AbV6 de Azospirillum brasilense devido a
eficdcia dos mesmos nas culturas do milho e do trigo (HUNGRIA, 2011).

Para o caso especifico do milho, em diversos trabalhos observam-se
beneficios do uso de inoculantes do género Azospirillum, tais como aumento na
produtividade de grdos, aumento da matéria seca, acimulo de N na parte aérea
(OKON; LANBADERA-GONZALES, 1994). Esses beneficios, principalmente na
produtividade n&o é correlacionado apenas com o aumento de N, mas também como
os nutrientes P e K (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN et al.,
2004).

A maior parte das pesquisas tem recomendado a inoculagcdo com Azospirillum
com vista a reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados, o que pode chegar até
50% (HUNGRIA, 2010).

Entretanto, cabe-se ressaltar que a associacdo do Azospirillum com a planta
torna-se mais eficiente quando a cultura é adubada com N, comparado com o efeito
da bactéria de forma isolada (DIDONET et al., 1996), sendo essas doses variadas
de acordo com as condicbes de cada estudo. Alves et al., (2020) avaliando o
rendimento de grdos de milho inoculado com A. brasilense das estirpes BR11147 e
BR11005 com aplicacdo de fertilizante nitrogenado, observaram que a inoculagéo
associada a uma dose de 100 kg N ha™ aumentou a produtividade em 1.230 e 614
kg ha™, respetivamente, sendo 37% e 19% maior que o controle ndo inoculado e n&o

adubado.

2.4 Coinoculagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio associativas e de vida
livre

Considerando-se os efeitos promovidos pelos diferentes grupos de bactérias
e vislumbrando-se as perspectivas que sua aplicacdo poderia agregar em termos de
crescimento das plantas, iniciaram-se o desenvolvimento de trabalhos com objetivo
de combinar diferentes microrganismos. Pode-se destacar especificamente a
associacdo entre as cianobactérias e bactérias de promocdo de crescimento de

plantas em gramineas, assim como entre bactérias promotoras de crescimento e
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rizobios em leguminosas. Esta pratica visa avaliar as respostas das plantas em
termos de desenvolvimento vegetativo, resisténcia a condigbes de estresse, FBN e
produtividade das culturas.

A tecnologia de coinoculacdo consiste na associacdo de diferentes
microrganismos, aos quais produzem um efeito sinérgico, em que superam o0s
resultados produtivos obtidos com os mesmos quando utilizados na forma isolada
(BARBARO et al., 2008).

Jarak et al. (2012) avaliando os efeitos das rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas em milho, tanto em casa de vegetacdo quanto em
experimento em campo, verificaram melhores resultados na coinoculagdo de cepas
utilizadas indicando que a co-inoculacéo teve vantagem sobre a inoculacdo Unica.
Dartora et al. (2016) avaliando a coinoculagdo de Azospirilum brasilense e
Herbaspirilum seropediceae na cultura do milho observaram que a coinoculacdo de
estirpes proporcionou incremento de 12% no teor de P-foliar em relagéo ao controle.
Na associacdo entre cianobactérias e bactérias promotoras de crescimento de
plantas também tem-se/foi verificado bom desempenho na sua associacéo. Portanto,
Gavilanes et al. (2020) avaliando a coinoculacdo de Anabaena cylindrica com
Azospirillum brasilense observaram aumento do rendimento de gréos de hibridos de
milho.

A associacdo de rizobios com outras BPCPs tem se mostrado como
alternativa promissora para aumento do crescimento das plantas, melhoria da
nodulacdo e otimizag&do da fixacdo de N2 em leguminosas como caupi (ARAUJO et
al.,2012; LIMA et al., 2011) e soja (FACHINELLI; CECCON, 2020; HUNGRIA et al.,
2013).

Prando et al. (2019) obtiveram ganhos de produtividade com média de 8,3%,
com a soja coinoculada com Bradyrhizobium + Azospirillum em diversos locais no
estado do Parana. Schossler et al. (2016) verificaram maior massa de mil gréaos
(253,36 g) e a maior produtividade (2.448,45 kg ha™) do feijoeiro na coinoculacdo
com Rhizobium tropici + Azospirillum brasilense. Hungria et al. (2012) em feijoeiro-
comum a inoculagdo das sementes com Rhizobium tropici aumentou a
produtividade, em média de 98 kg ha™® (8,3%), enquanto a coinoculacdo com A.
brasilense no sulco resultou em incremento médio de 285 kg ha™ (19,6%).

Recentemente, Zeffa et al. (2020) realizaram uma quantificacédo dos efeitos da

coinoculagéo de Bradyrhizobium e BPCP na cultura da soja usando uma abordagem
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de meta-andlise. Os autores descobriram que a tecnologia de coinoculacéo resultou
em um aumento significativo no nimero de nddulos (11,40%), biomassa de nédulos
(6,47%), biomassa de raizes (12,84%) e biomassa de rebentos (6,53%). Em
pesquisa realizada por Barbosa et al. (2020) avaliando a adubacao nitrogenada,
inoculacédo e coinoculacdo de R. tropici e A. brasilense na cultura do feijdo comum,
observaram que a inoculacdo e coinoculagédo resultaram em parametros produtivos
equivalentes ao feijoeiro adubado com fertilizantes nitrogenados minerais.

Diversos estudos relatam beneficios da coinoculacdo de rizébios com
bactérias promotoras de crescimento de plantas na cultura da soja, como o
favorecimento da precocidade da nodulagéo (CHIBEBA et al., 2015), o aumento de
nodulos em feijao-caupi (COSTA et al., 2013), e incremento do rendimento de gréaos
(ARAUJO; HUNGRIA, 1999; HUNGRIA et al., 2015).

Dardanelli et al. (2008) avaliando a interacdo de A. brasilense e R. tropici no
feijoeiro, cultivar Negro jamapa, em meio de cultura sob estresse salino, constataram
gue a coinoculacdo favoreceu o crescimento de plantas, aumentando o sistema
radicular, atividades de reducdo do acetileno, absorcédo de fésforo e potassio além
de promover melhor aproveitamento do ferro e molibdénio, essenciais para a FBN.
Resultados de dois anos de experimentos de campo mostraram que a coinoculagéo
com Rhizobium cepa RB 133 e Pseudomonas fluorescens cepa P-93, resultou no
aumento da nodulacdo, maior matéria seca da parte aérea e fixacdo de nitrogénio,
bem como producéao e teor de proteina nos graos de feijdo (YADEGARI et al., 2010).

A superioridade da coinoculagdo sobre os demais tratamentos é devido aos
efeitos combinados que as duas bactérias proporcionam, aumentando o nimero de
nodulos, a massa dos nédulos, o comprimento e a massa das raizes (HUNGRIA et
al., 2013; AUNG et al., 2013), propiciando maior aporte de N para a planta e
aumentando sua capacidade em absorver agua e nutrientes devido ao maior volume
de solo explorado. Steiner et al. (2019) avaliando a coinoculacao de R. tripoci e A.
brasilense observaram que a inoculagdo com R. tropici isolado ou combinado com A.
brasilense melhorou a nodulacéo radicular e o rendimento de gréos do feijao comum
guando a cultura foi cultivada durante a estacdo seca na regiao do cerrado brasileiro.
Horécio et al. (2020) obtiveram maior nodulacdo, maior crescimento da planta e
maior producdo de feijdo com a cultivar IPR Campos gerais ao avaliar a co-
inoculacdo de rizobio (R. tropici + R. freirei), A. brasilense e cianobactéria da

espécie A. cylindrica.
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Porém, torna-se importante ressaltar que existem poucas pesquisas no Brasil
com inoculantes contendo bactérias adaptadas e consolidadas as condicdes
agroclimaticas do pais com o A. brasilense e R. tropici. Por outro lado, sdo poucos
0s relatos sobre a associagéo de cianobactérias com R. tropici, com A. brasilense ou

ambos que demonstrem efeitos positivos na cultura do feijdo comum.
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3. ARTIGO 1. Coinoculacdo de Anabaena cylindrica, Calothrix brevissima e
Azospirillum brasilense associada a doses de nitrogénio em cobertura no

desempenho produtivo de milho (Zea mays L.)

3.1 Resumo

O uso de cianobactérias combinadas com Azospirillum pode se tornar uma nova
estratégia biotecnoldgica, ecologicamente e economicamente sustentavel para o
setor agricola. O objetivo do trabalho foi o de avaliar o efeito da coinoculacdo de
Anabaena cylindrica, Calothrix brevissima e Azospirillum brasilense associada a
doses de nitrogénio em cobertura no desenvolvimento e desempenho produtivo do
milho tipo variedade. O experimento foi conduzido durante duas safras agricolas, no
campo experimental do Instituto de Desenvolvimento Rural-IAPAR, em Londrina
(PR). Utilizou-se o delineamento de parcelas subdivididas em esquema fatorial 8x4,
com quatro repeticdes. As parcelas foram constituidas pela testemunha (sem
inoculacéo), inoculagdo isolada e combinada de A. brasilense, A. cylindrica e C.
brevissima nas sementes, e as subparcelas foram constituidas por quatro doses de
nitrogénio em cobertura (0, 25, 50 e 100 kg N ha™). Foram avaliados a altura de
planta, altura de insercéo de espiga, didametro de colmo, area foliar, teores de N, P e
K foliar, prolificidade, numero de grdos por espiga, massa de mil graos,
produtividade e teor de proteina bruta nos graos. A coinoculacédo de A. brasilense +
A. cylindrica + C. brevissima + 25, 50 e 100 kg N ha™ em cobertura favoreceu o
desenvolvimento e desempenho produtivo do milho, com incrementos de 1647; 2284
e 1625 kg ha’ de grdos, respetivamente, quando comparado ao tratamento nao
adubado e néo inoculado, na safra de 2017/2018. Na safra de 2018/2019 n&o foram
observados ganhos de produtividade do milho devido a inoculacdo com os
microrganismos em associacdo as doses de N em cobertura. A associacado das
cianobactérias com A. brasilense no milho com aplicacdo de N em cobertura
demonstrou ser uma pratica agrondmica eficiente para a cultura, resultando em
incremento no rendimento de graos comparativamente as plantas nao inoculadas e
nao adubadas, principalmente na safra de 2017/2018.

Palavras Chave: Zea mays L., cianobactérias, bactérias diazotréficas, produtividade.
Bactérias promotoras de crescimento vegetal, adubacédo nitrogenada.

3.2 Abstract

The use of cyanobacteria combined with Azospirilum may become a new
biotechnological, ecologically, and economically sustainable strategy for the
agricultural sector. The objective of this work was to evaluate the effect of the co-
inoculation of Anabaena cylindrica, Calothrix brevissima, and Azospirillum brasilense
associated with nitrogen rates at topdressing in the development and productive
performance of variety corn. The experiment was carried outin two crop seasons, in
the experimental field of the Instituto de Desenvolvimento Rural-IAPAR, in Londrina
(PR). The experimental design used was a plot subdivided into an 8x4 factorial
scheme, with four replications.
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The plots consisted of control (without inoculation), isolated and combined inoculation
of A. brasilense, A. cylindrica, and C. brevissima in the seeds, and the subplots
consisted of four nitrogen rates at topdressing (0, 25, 50, and 100 kg N ha™). Plant
height, ear insertion height, stem diameter, leaf area, leaf N, P, and K content,
prolificacy, number of grains per ear, thousand-grain weight, productivity, and crude
protein content in the grains were evaluated. Co-inoculation of A. brasilense + A.
cylindrica + C. brevissima + 25, 50, and 100 kg N ha™ at topdressing favored the
development and productive performance of corn, with increments of 1647; 2284 and
1625 kg ha™ of grains, respectively, when compared to unfertilized and uninoculated
treatment, in the 2017/2018 crop season. In the 2018/2019 crop season, corn
productivity gains were not observed due to inoculation with the microorganisms in
association with the N rates at topdressing. The association of cyanobacteria with A.
brasilense in corn with the application of N in cover proved to be an efficient
agronomic practice for the crop, resulting in an increase in grain yield compared to
uninoculated and unfertilized plants, especially in the 2017/2018 crop season.

Key words: Zea mays L., cyanobacteria, diazotrophic bacteria, productivity. Plant
growth-promoting bacteria, nitrogen fertilization.
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3.3 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos principais e populares cereais devido ao seu
alto valor como alimento estavel, bem como sua demanda por alimentos para
animais e combustivel (ABEBE et al., 2016). E cultivado em todo o territorio
brasileiro, o que faz com que a cultura assuma significativa importancia econdémica,
tanto pelo volume de producao quanto pela extensédo da &rea cultivada, constituindo-
se como fonte de renda para o agricultor (CONAB, 2021).

E uma cultura exigente em fertilizantes, principalmente os nitrogenados. Um
dos principais fatores limitantes ao rendimento de grdos do milho € o suprimento
inadequado do nitrogénio pela planta, pois este nutriente exerce importante funcao
nos processos bioquimicos da mesma (TAIZ e ZEIGER, 2009) por ser constituinte
de proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucléicos e clorofila (SANTOS et al.,
2010).

Para obtencéo de altos rendimentos de graos de milho em regides tropicais, €
necessario aplicar doses elevadas de nitrogénio, pois 0 solo ndo possui suprimento
adequado para atender a demanda dessa cultura (TEIXEIRA FILHO et al., 2014;
GALINDO et al., 2016).

Contudo, a dependéncia excessiva e continua dos fertilizantes nitrogenados é
motivo de grande preocupacdo, em decorréncia dos riscos associados ao uso
indiscriminado desse insumo, como a eutrofizacdo do solo e 4guas subterréneas e
emissao de gases de efeito de estufa (DUNGAIT et al. 2012; MARKS et al. 2013).

Pesquisas tém sido realizadas em busca de alternativas ao uso de
fertilizantes nitrogenados, como por exemplo, a aplicacdo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP), como as do género Azospirillum
(SZILAGYI-ZECCHIN; MARRIEL; SILVA, 2017), que estdo associados direta ou
indiretamente a fertilizacdo com nitrogénio.

Produtos contendo cepas selecionadas das bactérias diazotréficas da
espécie Azospirillum brasilense passaram a ser recomendadas para aplicagdo no
milho (HUNGRIA et al., 2010). Sabe-se que essa espécie influencia o
crescimento das plantas, o que pode ser atribuido a producdo de diferentes
reguladores de crescimento (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016). O género
Azospirillum produz a maior quantidade de compostos indolicos do grupo das

auxinas entre os diferentes géneros de bactérias estudados (CASSAN;
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VANDELEYDEN; SPAEPEN, 2014), além de contribuir para a fixacdo biolégica
de nitrogénio (FBN) (LOPES, 2006). Segundo Fukami et al. (2017), a interacéo de
bactérias do género Azospirillum com estirpes da espécie A. brasilense Ab-V5 e Ab-
V6 em associacdo com as gramineas tém demonstrado efeitos positivos na cultura
do milho, trigo e arroz.

As cianobactérias sao outro grupo de bactérias de promoc¢éo de crescimento
de plantas (BPCP) que proporcionam beneficios em culturas de interesse
econdmico. Segundo Durand et al. (2003) e Khan et al. (2009), estas espécies
ativam a fotossintese, melhoram a capacidade de absorcdo de nutrientes, atuam na
floragdo diminuindo o numero de abortos florais, possuem diferentes reguladores de
crescimento como auxinas, citocininas, giberelinas e betainas, fornecem
macronutrientes como Ca, K e P, e os micronutrientes Fe, Cu, Zn, B, Mn, Co e Mo,
as plantas. Para Andrade; Colozzi Filho (2014), estes microrganismos também
melhoram a estabilidade de agregados do solo devido a excrecdao de
polissacarideos e lipideos, pois estes contribuem para o aumento da agregacéo do
solo.

A hipétese testada neste estudo foi a de que o milho cultivado em condicdes
de campo pode responder de forma diferente em termos de produtividade sob
aplicagbes crescentes de fertilizante nitrogenado em cobertura em funcdo da
associacdo com espécies bacterianas fixadoras de N. Diante do exposto, objetivou-
se avaliar com este trabalho, os efeitos da inoculagdo e coinoculagéo de Azospirillum
brasiliense com Anabaena cylindrica e Calothrix brevissima, associadas a doses de
N em cobertura, na produtividade do milho tipo variedade durante duas safras

agricolas em Londrina-PR.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Caracterizagdo da area experimental

O estudo consistiu-se de um experimento a campo, conduzido em duas safras
agricolas (2017/2018 e 2018/2019), no Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) em
um Latossolo Vermelho distroférrico, muito argiloso (810 g kg™de argila) de acordo
com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SANTOS et al., 2018). A area
esta localizada no municipio de Londrina (PR), coordenadas geogréficas 23°23' S e
51° 11' W, altitude média 566 m e clima, segundo classificacdo de Kdppen, do tipo
Cfa - subtropical umido.

Nas duas safras agricolas as areas de cultivo foram ocupadas por sucessao
de milho/aveia e manejadas em sistema de plantio direto. Antes da instalacdo dos
experimentos, foi realizada a amostragem de solo, na camada de 0-20 cm, para
analise das caracteristicas quimicas, conforme metodologia descrita por Raij et al.

(2001), cujos resultados estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do solo das areas experimentais, antes da
implantagdo da cultura, na camada de 0 a 20 cm. Londrina, PR, Safras de
2017/2018 e 2018/2019.

Safra P (Mehlich-1) C pH K Ca Mg H+Al CTC V

mgdm® gdm® CaCl, - cmole dm™> - (%)

2017/2018 18,0 16,45 5,07 0,49 4,67 2,04 6,07 13,27 54,19

2018/2019 16,8 15,02 495 054 4,20 1,81 548 12,01 54,35

Fonte: Elaborag&o do proprio autor

Os dados meteoroldgicos, registados durante o periodo de conducdo dos

experimentos, sdo apresentados na Figura 5.

Figura 5. Precipitacdo pluvial e temperaturas maxima e minima (T max e T min)
referente aos periodos experimentais (A) Safra 1 (11/2017 a 05/2018) e (B) Safra 2
(11/2018 a 04/2019), Londrina-PR.
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Onde: S- semeadura, F- floracao e C- colheita.

3.4.2 Delineamento experimental e tratamentos

Utilizou-se o delineamento de parcelas subdivididas em esquema fatorial 8x4,
com quatro repeticbes. As parcelas foram constituidas pela ndo inoculacao,
inoculagcdo de Azospirillum brasilense (Azo), de Anabaena cylindrica (Ana), de
Calothrix brevissima (Cal), coinoculagdo de A. brasilense + A. cylindrica, de A.
brasilense + C. brevissima, de A. cylindrica + C. brevissima e de A. brasilense + A.
cylindrica + C. brevissima. As subparcelas foram constituidas pelas doses de N
aplicadas em cobertura (0, 25, 50 e 100 kg N ha™), com uso de ureia.

As cianobactérias foram obtidas da Colecdo do Laboratério da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG no Rio Grande (Rio Grande do Sul, Brasil). O
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inoculante foi preparado conforme descrito por Gavilanes et al. (2020), para uma
concentracdo aproximada de 102 UFC mL™. Para o Azospirillum brasilense usado
foi o inoculante comercial NITROBACTER AZP da empresa LABORAGRO (estirpes
AbV5 e AbV6 com 2,0 x 108 UFC mL™).

Cada unidade experimental foi constituida por seis linhas de semeadura com
seis metros de comprimento, com espacamento de 0,90 m entre linhas e 0,14 m
entre plantas, tendo-se considerado as quatro linhas centrais para avaliacbes e

desprezado 0,5 m nas extremidades, totalizando 13,5 m? de area Uutil.

3.4.3 Manejo da cultura do milho

As sementes de milho foram inoculadas a sombra imediatamente antes da
semeadura nas doses recomendadas para cada inoculante utilizado. Na inoculacéo
assim como na coinoculacao, a dose aplicada para cianobactérias foi de 5 mL para 1
kg de sementes (GAVILANES et al., 2020). Para o A. brasilense, foi aplicada a dose
de 100 mL para 25 kg de sementes segundo as recomendacdes do fabricante. A
inoculacao consistiu em se colocar as sementes e o produto em saco plastico, com
posterior agitacdo para distribuicdo homogénea do inoculante.

A cultivar de milho utilizado foi a variedade IPR-164, de ciclo precoce, porte
médio de 2,30 m, indicada para cultivo no verao (primeira safra) e safrinha (segunda
safra) no estado do Parana. Os experimentos foram realizados sob sistema de
plantio direto, sendo a desseca¢do da vegetacdo espontanea feita com o uso do
herbicida glifosato 480 g L™ de ingrediente ativo (i. a.) na dose de 1 a 2,5 L ha™, 15
dias antes da semeadura. A dessecacao foi realizada no dia 27 de outubro de 2017
e no dia 30 de setembro de 2018, para a primeira e segunda safra agricola,
respectivamente. Nao foi realizada adicdo de nenhum ingrediente ativo as sementes.

A semeadura do milho, visando populacao final de plantas de 77.777 plantas
por hectare, foi realizada manualmente, em sistema de plantio direto, entre os dias
10 a 13 de novembro de 2017 e dias 15 e 16 de outubro de 2018.

Em todos os tratamentos, foram aplicados no sulco de semeadura 30 kg ha™

de N, utilizando a ureia (45% de N). Também, durante a semeadura, juntamente a

adubac&o nitrogenada, foi realizada a adubacdo béasica de 50 kg ha™ de P,Os e 60
kg ha™ de K,O com a formulagdo NPK (0-18-18). Em geral, nos dois anos agricolas,

a emergéncia das plantulas ocorreu aos sete dias apds a semeadura.
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A adubacao de cobertura foi realizada a lango, manualmente, aos 35 dias
apos a emergéncia (DAE) das plantulas (estadio V6) de acordo com as doses pré-
estabelecidas nos tratamentos, utilizando ureia como fonte de nitrogénio (45% de N).
Cada unidade experimental recebeu a quantidade de acordo com o seu tratamento.

Para o controle de pragas, em cada experimento, foram realizadas duas
aplicagcbes dos inseticidas Tiametoxan + lambda-cialotrina (Engeo Pleno) na dose
0,2 L ha*; clorantraniliprole (Premio) na dose de 250 mL ha™. O controle de plantas
daninhas foi realizado no estadio V3 da cultura do milho utilizando-se mistura de
herbicidas Atrazine (Atrazina Nortox 500 SC®)- 1,5 L ha™ + Tembotriona (Soberan)-
0,24 L ha™ adicionado ao adjuvante Aureo (0,1 L 100 L™ de 4gua).

A colheita do milho foi realizada manualmente, sendo iniciada a partir do dia
13 de abril de 2018 para a safra de 2017/2018 e, em 15 de marco de 2019 para a
safra de 2018/2019, aos 150 DAE.

3.4.4 Avaliacbes fitométricas, componentes de producdo e produtividade de
graos na cultura do milho

Durante o periodo de desenvolvimento e colheita da cultura, foram
mensuradas carateristicas morfolégicas de plantas, os componentes de producao e
produtividade de graos.

A determinacéo da altura média de plantas (AP) foi realizada em cinco plantas
da area util por subparcela, 63 dias ap6s emergéncia (DAE) (no pendoamento do
milho- VT), pela mensuracdo do comprimento do colmo (CC) (da superficie do solo
até a base da folha “bandeira”) com auxilio de régua graduada de madeira.
Utilizando as mesmas plantas e época de avaliacao, a altura de insercao da espiga
(AIE) foi obtida pela distancia entre a superficie do solo e o ponto de inser¢do da
espiga principal. Simultaneamente foi determinado o diametro de colmo (DC) em
mm, utilizando as mesmas plantas. Considerou-se o diametro do segundo
internodio, a partir da base da planta, o qual foi mensurado com uso de paquimetro
(KAPPES et al., 2010).

A area foliar (AF) por planta foi avaliada no estadio fenolégico do
florescimento (R1), em que foi obtida segundo a metodologia de Guimaraes et al.
(2002), medindo-se o comprimento e largura de todas as folhas fotossinteticamente
ativas (mais de 50% da area verde) de cinco plantas por subparcela. Multiplicando-

se comprimento x largura x 0,75, obteve-se a area foliar.
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A prolificidade (PROL) foi determinada pela contagem do nimero de espigas
colhidas na é&rea util da parcela, sendo que o numero obtido foi dividido pelo nimero
de plantas, obtendo-se assim, o numero médio de espiga por planta. Foram
consideradas apenas espigas que apresentavam gréos formados.

Para avaliacdo dos componentes de producgéo foram coletadas 5 espigas, ao
acaso, das linhas centrais da parcela. Determinou-se 0 numero de grdos por espiga
(GE), contando-se o numero de grdos em cada espiga, determinando-se a média
amostral; a massa de mil grdos (MMG), sendo que foram separadas oito repeticdes
de 1000 das sementes por blocos, cujas massas foram determinadas em balanca
com sensibilidade de centésimos de grama, sendo tais procedimentos efetuados
segundo as prescricbes estabelecidas pelas Regras de Analise de Sementes
(BRASIL, 2009). O valor da massa de graos obtido foi corrigido para 13% de
umidade.

Para a produtividade de graos (PG), foram colhidas todas as espigas da area
atil de cada subparcela, debulhadas e posteriormente foi determinado o seu peso,
sendo seu valor corrigido para 13% de umidade, e extrapolado em funcdo da

produtividade de espigas para quilograma por hectare.

3.4.5 Anélises nutricionais

Os teores de N, P e K-foliar foram avaliados de acordo com os métodos
descritos por Miyazawa (1992), coletadas a folha indice das plantas, 12 folha
considerada fisiologicamente madura, oposta e abaixo a espiga, no estadio R1
(emissao do estilo na espiga). Os teores de macronutrientes foram expressos em g
kg' Para o teor de proteina bruta (PB) foram utilizadas 100 g de grdos por
tratamento, livres da presenca de insetos, fungos e podriddes, de danos mecanicos
de qualquer natureza e com umidade uniforme. Os graos foram moidos em moinho
tipo Willey, e a amostra obtida peneirada por uma abertura de malha de 0,42 mm
(ABNT 40). Empregou-se o método de Kjeldahl (AOAC, 2000) para determinacéo de
nitrogénio total. O teor de proteina bruta no grao foi calculado utilizando o teor de N
multiplicado pelo fator conversédo de 6,25 (VILLEGAS et al. 1985). Neste caso, as
determinacdes laboratoriais foram realizadas na matéria seca, utilizando-se trés

repeticdes por tratamento.
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3.4.6 Anélise estatistica

Atendido os pressupostos estatisticos, foi realizada andlise conjunta dos
dados das duas safras de cultivo. Os dados foram tabulados e submetidos ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo consideradas normais, hdo necessitando de
transformacdo. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia e
quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05),
sendo a regressao utilizada para a avaliagdo das doses de nitrogénio, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011). Ainda, foi calculada a
produtividade relativa dos tratamentos em comparacdo com o0 tratamento
testemunha (ndo inoculado e ndo adubado) e adubado com 100 kg N ha™ nas duas

safras agricolas.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacéo tripla entre os fatores Doses de N vs. Safra agricola vs.
Inoculacéo para as caracteristicas avaliadas (Tabelas 2 e 3). Observou-se efeito da
interacdo dupla entre Doses de N vs. Inoculacdo para o teor de proteina bruta.
Verificou-se interacdo dupla entre Safra agricola vs. Inoculagdo para o teor de
fésforo, entre Doses de N vs. Safra agricola para o teor de N foliar (Tabela 2), entre
Safra agricola vs. Inoculacdo e entre Doses de N vs. Safra agricola para a
produtividade de gréos (PG) (Tabela 3).

Para o fator safra, houve efeito significativo para a altura de planta (AP), altura
de insercdo da espiga (AIE), area foliar (AF), teor foliar de K (Tabela 2), além da
produtividade de grdos (PG) (Tabela 3). Na safra de 2017/2018 os valores médios

destas caracteristicas foram superiores em relacdo a safra de 2018/2019.

Tabela 2. Valores médios e andlise de variancia (p) para altura de plantas (AP),
altura de insercdo de espigas (AIE), diametro do colmo (DC), area foliar (AF),
nitrogénio, fosforo e potassio foliar (N, P, e K) do milho inoculado e coinoculado com
A. brasilense, A. cylindrica e C. brevissima, com quatro doses de nitrogénio em
cobertura em 2017/2018 e 2018/2019. Londrina

Causas de Variagédo AP AIE DC AF N P K
Quadrado médio __(cm)_ (mm) m’ ~ (gkgh
Blocos (Safra) 752,48 101,52 4,71 0,01 121,81 0,43 114,17
Safra (S) 58167,49* 19611,55* 14,95 0,55* 359,1* 69,66* 2722,17*
Inoculacéo (1) 389,95* 99,61 7.5 0,02 3,64 0,04 7,14
Nitrogénio (N) 31,42 195,13 1,65 0,03 37,71 0,11 5,39
Sxl 58,45 27,29 8,15 0,01 12,76  0,23* 21,59
NxS 28,76 64,95 3,62 0,012 86,77* 0,12 3,6

N x| 73,28 41,8 1,9 0,013 3,51 0,08 5,01
NxSxlI 45,89 46,71 3,05 0,014 2,88 0,04 6,6
Residuo 47,46 48,82 2,99 0,0093 6,15 0,06 4,04
Safra

2017/2018 200,58 a 112,42a 22,33a 0,92a 29,05a 256a 2596a
2018/2019 170,43 b 170,43b 228l1a 0,83b 26,68b 152b 21,45b
Inoculacéo

Controle 182,95 bc 102,17a 23,48a 0,86a 2842a 205a 231lla
Azo 188,51 ab 106,81a 2264a 091a 2740a 2,03a 23,79a
Ana 179,99 ¢ 103,34a 2256a 0,86a 27,68a 2,03a 2393a
Cal 184,58 abc 102,32a 22,80a 0,85a 28,12a 2,04a 2380a
Azo + Ana 187,94 ab 104,63a 21,79a 0,88a 28,20a 2,04a 23, 70a
Azo + Cal 186,02 abc 106,33a 22,19a 0,88a 2768a 1,99a 2327a
Ana + Cal 183,32 abc 10298a 22,63a 0,92a 27,71a 2,02a 23,88a

Azo + Ana + Cal 190,75 a 104,81a 22,49a 0,89a 27, 76a 2,10a 24,13a
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N-Cobertura (kg ha™)

0 184,99 102,94 22,4 0,87 26,95 1,97 23,71
25 185,13 103,37 22,71 0,84 27,51 2,04 23,96
50 186,53 106,76 22,49 0,9 28,42 2,08 23,47
100 185,37 103,64 22,71 0,89 28,58 2,06 23,67
CV (%) 3,71 6,71 7,66 11,01 8,9 11,79 8,28

Onde: Azo- A. brasilense, Ana- A. cylindrica, Cal- C. brevissima. Coeficientes de variacdo em % (CV).
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si nas colunas, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 3. Valores médios e analise de variancia (p) de prolificidade (PROL), nimero
de graos por espiga (GE), massa de mil grédos (MMG), produtividade de gréaos (PG) e
proteina bruta (PB) do milho inoculado com A. brasilense, A. cylindrica e C.
brevissima, com quatro doses de nitrogénio em cobertura em 2017/2018 e
2018/2019. Londrina PR.

Causas de Variacéo PROL GE MMG PG PB
Quadrado médio n°. (9) (kg ha™) (%)
Blocos (Safra) 0,16 928,18 2088,41 14103078 0,93
Safra (S) 0,19 586,91 2032,88 101478273,22* 2,07
Inoculacg&o (1) 0,13 874,16 1207,88 2065645 3,42
Nitrogénio (N) 0,77 1750,18 288,51 3006889 0,11
Sxl 0,10 1575,41 459,94 5520470,41* 1,07
NxS 0,35 442,33 284,97 3955050,04* 0,64
N x| 0,13 1408,96 452,81 1300948 2,90*
NxSxlI 0,12 853,93 588,85 1281845 0,65
Residuo 0,12 1257,74 451,25 1223242,68 1,51
Safra (S)

2017/2018 1,16 a 441,20 a 350,80 a 9346 a 10,43 a
2018/2019 1,10 a 444,22 a 356,40 a 8087 b 10,30 a
Inoculacéo

Controle 1,09 a 441,62 a 357,60 a 8520 a 10,57 a
Azo 1,06 a 441,40 a 347,83 a 8460 a 10,49 a
Ana 1,06 a 439,79 a 359,91 a 8383 a 10,43 a
Cal 1,13 a 444,72 a 363,81 a 8713 a 10,71 a
Azo + Ana 1,16 a 446,94 a 349,23 a 8717 a 10,63 a
Azo + Cal 1,22 a 438,83 a 353,13 a 8957 a 10,00 a
Ana + Cal 1,22 a 452,50 a 349,34 a 8876 a 10,10 a
Azo + Ana + Cal 1,09 a 435,85 a 347,81 a 9107 a 9,8la
N-Cobertura (kg ha'l)

0 1,14 437,26 355,78 8558 10,32
25 1,11 439,27 353,68 8558 10,35
50 1,10 447,98 350,70 9017 10,32
100 1,20 446,29 354,18 8734 10,40
CV (%) 30,94 8,01 6,01 12,69 11,9

Onde: Azo- A. brasilense, Ana- A. cylindrica, Cal- C. brevissima. Coeficientes de variagdo em %
(CV). Médias seguidas de letras distintas diferem entre si nas colunas, pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Os experimentos foram conduzidos em duas safras agricolas e os dados de
precipitacdo pluviométrica total foram de 1116,0 mm (safra de 2017/2018) e de 753
mm (safra de 2018/2019) de acordo com Figura 5A e B. Essas quantidades de
precipitacdes estdo além da necessidade do consumo de agua da cultura do milho
durante o seu ciclo, que para Cruz et al. (2006) estd em torno de 600 mm. Na safra
agricola de 2018/2019, a precipitacdo pluvial diminuiu acentuadamente nas fases
V10 (periodo do rapido crescimento) e VT (pendoamento do milho), fato este que
reduziu as caracteristicas mencionadas como altura de planta (AP), altura de
insercdo da espiga (AIE), area foliar (AF), teores de N, P e K-foliar e produtividade
de gréaos (PG), consequentemente, pode ter também alterado a resposta as causas
de variacdo estudadas em cada safra.

Segundo Bergonci et al. (2001) e Bergamaschi et al. (2004), a maior exigéncia
de consumo de &gua ocorre durante o pendoamento e espigamento, quando a
planta tem a maior area foliar. Durante o periodo vegetativo, o déficit hidrico reduz o
crescimento do milho, em funcdo de decréscimos da area foliar e da biomassa.
Porém, nesse periodo, ainda ndo estdo sendo formados 0s componentes do
rendimento. Assim, os efeitos sobre a producéo de grédos podem ser atenuados
posteriormente, principalmente se as condicfes hidricas se tornarem favoraveis, o
que podera garantir niveis satisfatérios de rendimento de grdos, fato que nao
ocorreu na safra de 2018/2019. Isso demonstra que 0s processos envolvidos no
crescimento e desenvolvimento das culturas, tém estreita relagdo e influenciam
sobremaneira o produto final. Bergamaschi et al. (2004) observaram reducao de
25% e 50% da produtividade quando o déficit hidrico ocorreu na emissao dos
estigmas e no florescimento, respectivamente.

Efeito significativo foi verificado em relacdo a inoculacdo das sementes de
milho apenas para altura de planta (AP). Nao houve efeito significativo das doses de
N em cobertura para as caracteristicas avaliadas (Tabelas 2 e 3).

As caracteristicas fitométricas e o desempenho produtivo do milho ndo foram
influenciados pelo efeito da interacdo tripla entre doses de N, inoculacdo de
sementes e ano de cultivo (Tabela 2 e 3), demonstrando que as doses de N
aplicadas em cobertura n&o interferiram na acdo dos inoculantes,
independentemente das safras avaliadas. O efeito da interagc&o entre inoculacao de

microrganismos e doses de N tem apresentado resultados variados, ndo estando
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ainda consolidado de acordo com a literatura. Gavilanes et al. (2020) avaliando a
coinoculacéo de A. cylindrica e A. brasilense em gendétipos de milho, observaram
apenas efeitos significativos isolados para inoculantes e adubac&o nitrogenada nas
diferentes variaveis avaliadas, demonstrando que as doses de N do fertilizante
quimico fornecidas ndo interferem no efeito dos microrganismos. Dartora et al.
(2013) também néo verificaram efeitos significativos da interacdo entre adubacéo
nitrogenada e inoculacdo com A. brasilense para as caracteristicas
morfoagronémicas na cultura do milho. Por outro lado, Galindo et al. (2016)
observaram efeito significativo na interacdo de doses de N e inoculacdo, onde o
tratamento inoculado com A. brasilense associado a 200 kg ha™* de N apresentou
maior produtividade de grdos de milho.

A coinoculacéo de Azo + Ana + Cal apresentou média superior de AP (190,75
cm) dentre todos os tratamentos (Tabela 2). A média mais baixa para AP foi
observada no tratamento com inoculacéo isolada de A. cylindrica, com 179,99 cm. A
explicacdo do comportamento observado é de que o consércio de bactérias pode ser
mais eficaz para a promocdo de crescimento vegetal do que uma unica bactéria.
Estudo conduzido por Gavilanes et al. (2020) avaliando a coinoculacdo de A.
cylindrica e A. brasilense em condi¢cdes de campo, observaram que a coinoculacao
favoreceu maior crescimento e desenvolvimento das plantas dos genotipos testados,
resultados estes que para os autores foi devido ao seu efeito no crescimento do
sistema radicular que contribuiu na absorcédo e utilizacdo de nutrientes. Os mesmos
autores relataram ainda que A. cylindrica e A. brasilense foram as melhores
combinagdes para coinoculacdo com potencial para seu uso em cultivo de milho,
corroborando com os resultados obtidos da presente pesquisa.

A inoculagdo e a coinoculacdo de cianobactérias com A. brasilense néo
apresentaram efeito significativo para didametro do colmo, indice de éarea foliar e
prolificidade (Tabela 2), permitindo inferir que a eficiéncia de uma bactéria utilizada
como inoculante na forma isolada assim como combinada com outras bactérias irédo
apresentar resultados positivos, dependendo principalmente do gendtipo do
hospedeiro. Pandolfo et al. (2015) avaliando o efeito da inoculacdo das sementes de
milho e trigo com A. brasilense, também nao obtiveram respostas significativas para
o diametro de colmo e indice de area foliar. Em um trabalho realizado por Bach et al.
(2016) onde foi avaliado o controle biolégico e competéncia na promocdo de

crescimento de bactérias em quatro gendtipos de trigo, a inoculagcdo das trés
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bactérias ndo foi prejudicial as plantas e, também n&o promoveram crescimento das
plantas de qualquer cultivar de trigo em comparagédo com o tratamento controle n&o
inoculado.

Os teores de nutrientes foliares sdo parametros muito importantes
relacionados a producéo da cultura do milho, e quando associadas a inoculagdo com
microrganismos promotores de crescimento de plantas podem ainda ter um efeito
ainda mais significativo, uma vez que essas bactérias atuam direta ou indiretamente
na nutricdo mineral da planta. Na interacéo entre safra agricola vs. doses de N em
cobertura houve efeito significativo para o teor de N-foliar (Figura 6) e produtividade
de gréos (Figura 7) apenas na safra de 2017/2018. Observa-se pela Figura 6, que o
teor de N-foliar aumentou com o incremento das doses de N em cobertura, e o maior
valor foi obtido na dose méaxima utilizada, de 100 kg ha™ de N, com 31,36 g kg™,
com um incremento de 16% em relacdo & testemunha (0 kg ha™ de N). Para
Cantarella et al. (1997), este valor estd compreendido na faixa considerada
adequada para a cultura que é de 27,0 a 35,0 g kg™ de N. O melhor modelo de
regressao que se ajustou foi linear (P<0,05), com um coeficiente de determinacéo
(R? igual a 100%). Segundo Nascimento et al. (2012) o aumento da disponibilidade
de N, principalmente através da adubacdo mineral, € acompanhado de resposta
positiva dos teores de N na folha, fato observado nesta pesquisa, na safra de
2017/2018 (Figura 6). Nascimento et al. (2012), avaliando diagnose foliar em plantas
de milho em sistema de semeadura direta em funcdo de doses e épocas de
aplicacdo de N na cultura do milho, observaram maior valor de N-foliar a partir da
dose de 69,1 kg ha™ de N em cobertura. J&4 na safra de 2018/2019, foi observada
uma média de 27,43 g kg™ do teor de N-foliar. Em pesquisa realizada por Galindo et
al. (2016), os autores observaram que a inoculagdo com Azospirillum influenciou no
aumento dos niveis de N e P em folhas de trigo e milho. De igual modo, a aplicacéo
de cianobactérias contribui para a absorcdo de macro e micronutrientes,
favorecendo comunidades microbianas na rizosfera de hibridos de milho e,
consequentemente promoveu uma economia significativa de fertilizantes quimicos
(PRASANNA et al., 2015, 2016).



82

N-foliar (g kg1)

y @ =-x?+0,06x + 26,99 R2=1,00

0 25 50 75 100
Doses de N (kg ha't)
€2017/2018 m2018/2019

Figura 6. Efeito da interag&o significativa entre Safra (S) e doses de N em cobertura
(N) para o teor de N foliar na cultura do milho em funcdo da inoculacdo ou
coinoculacéo de A. brasilense, A. cylindrica e C. brevissima, com quatro doses de
nitrogénio em cobertura nas safras agricolas de 2017/2018 e 2018/2019. Letras
diferentes na vertical diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste deTukey.

Comparando as duas safras dentro das doses de N, em funcdo da inoculacao
ou coinoculacao de A. brasilense, A. cylindrica e C. brevissima, a safra 2017/2018
apresentou valor superior do teor de N-foliar para as doses de 25, 50 e 100 kg N ha
Y(Figura 6). Para a produtividade de grdos, na safra 2017/2018 observaram-se
valores superiores da caracteristica para todas as doses de N utilizadas em
cobertura (0, 25, 50 e 100 kg ha™) em relacéo a safra de 2017/2018 (Figura 7). Estes
resultados demonstram um efeito mensuravel com a inoculacdo e coinoculagédo de
cianobactérias e A. brasilense, podendo ter havido sucesso na interacdo com as
doses de N utilizadas em cobertura na safra agricola de 2017/2018, confirmando o
importante efeito do gendtipo da planta, estirpe bacteriana, quantidade e qualidade
das celulas de BPCP utilizadas como inoculante em diferentes condi¢cdes
edafocliméaticas, como mencionado por Matsumura et al.(2015).

Avaliando as doses de N em cobertura dentro de safra agricola, para a
produtividade de graos, houve um aumento linear em fungdo do aumento das doses
de N aplicadas em cobertura, onde na dose maxima de 100 kg ha™ de N obteve-se
maior valor de 9704 kg ha™ (Figura 7). Na safra de 2018/2019, a média da

produtividade foi de 8087 kg ha™, independente da dose de N utilizada em cobertura.
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Figura 7. Efeito da interag&o significativa Safra (S) e doses de N em cobertura
(N) para a produtividade do milho inoculado com A. brasilense, A. cylindrica e C.
brevissima, com quatro doses de nitrogénio em cobertura nas safras agricolas
de 2017/2018 e 2018/2019. Letras diferentes na vertical diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste deTukey.

Para o teor de P foliar no milho, avaliando a inoculacdo dentro das duas
safras de cultivo observou-se que todos os tratamentos apresentaram valores
superiores na safra de 2017/2018 em relacdo a 2018/2019 (Tabela 4). Avaliando as
safras de cultivo dentro da inoculagcédo, ndo se observou efeito significativo entre os
mesmos. Os valores médios obtidos para 2017/2018 e 2018/2019 foram 2,56 e 1,52
g kg?, respetivamente. De acordo com Alves et al. (2009), a absorcdo de P é
semelhante a do N, ocorrendo praticamente paralela ao acumulo de matéria seca
durante a maior parte do desenvolvimento vegetativo da planta, com o ponto de
exigéncia maxima situando-se préximo da época de pendoamento, época esta, em
que a safra de 2018/2019 foi caracterizada por clima seco e altas temperaturas
(Figura 5B).

Avaliando-se a produtividade de grdos em funcao da inoculagéo dentro de
safras de cultivo (Tabela 4), verificou-se que os tratamentos que proporcionaram oa
maiores valores foram o A. brasilense, A. cylindrica, a associagdo de Azo + Ana,

Ana + Cal, de Ana + Cal, de Azo + Ana + Cal, principalmente em 2017/2018.
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Tabela 4. Efeito da interacdo significativa entre ano (A) e inoculacéo (I) para teor de
fésforo e produtividade do milho inoculado com A. brasilense, A. cylindrica e C.
brevissima, com quatro doses de N em cobertura nas safras agricolas de 2017/2018 e
2018/2019

P-foliar (g kg™) Produtividade (kg ha™)

Inoculagao 2017/18 2018/19 2017/18 2018/19

Controle 254aA 156bA 8526,88aB 8512,64 a A
A. brasilense 260aA 150bA 9758,60aAB 7161,94b A
A. cylindrica 240aA 163bA 8973,17aAB  779298b A
C. brevissima 254aA 156bA 9120,34aAB 8304,34a A
A. brasilense + A. cylindrica 247aA 161bA 922850aAB  8206,14b A
A. brasilense + C.brevissima 257aA 141bA 9481,95aAB 843520 b A
A. cylindrica + C. brevissima 262aA 141bA 9409,40aAB 834255b A

A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima 2,75aA 150bA 10272,52aA  7940,97b A

Letras minasculas diferentes na mesma linha e maiuscula na mesma coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Avaliando as safras de cultivo dentro do fator inoculacdo, houve apenas efeito
significativo na safra de 2017/2018, onde a coinoculagdo de Azo + Ana + Cal
apresentou maior produtividade de grdos, com 10.272,52 kg ha™, em relacéo ao
tratamento controle (Tabela 4). Os demais tratamentos apresentaram valores
intermédios, com média de produtividade na safra de 2018/2019 com 8.087,10 kg
ha. Estes resultados demontraram o potencial agricola da A. cylindrica e A.
brasilense na forma isolada ou associada a outros microrganismos, como
biofertilizantes nas condi¢cdes edafocliméaticas avaliadas na presente pesquisa. O
efeito da superioridade da coinoculacéo sobre os demais tratamentos é devido aos
efeitos combinados que as duas bactérias proporcionam, sendo que estas bactérias
sao capazes de promover maior crescimento e desenvolvimento do sistema radicular
de plantas, promovendo entdo, melhor absor¢cdo de agua e nutrientes, podendo
ocasionar maior crescimento, desenvolvimento e produtividade. Importa salientar
gue as cianobactérias tém sido utilizadas para produzir hormonios ou substancias
promotoras do crescimento das plantas para facilitar o crescimento eficaz destas,
com destaque positivo para a cultura do milho (SURESH et al., 2019).

Para os teores de proteina bruta (PB) dos graos de milho ndo houve efeito
significativo das doses de N em cobertura dentro de cada nivel de inoculacéo
(Tabela 5). As médias de PB para 0, 25, 50 e 100 kg N ha™ dentro da inoculacédo
foram estatisticamente iguais, sendo 10,33, 10,42, 10,32 e 10,40 %, respetivamente.



85

Tabela 5. Efeito da interac&o significativa entre Inoculacéo (I) e doses de nitrogénio
em cobertura (N) para proteina bruta do milho, para as duas safras de cultivo de
cultivo de milho.

N-cobertura (kg ha™)

Inoculacéo 0 25 50 100
Controle 9,96 ab 10,65a 10,77 a 115a
A. brasilense 10,34 ab 9,86a 10,68a 11,08ab
A. cylindrica 10,92a 10,62a 9,74a 10,44 ab
C. brevissima 11,04a 10,34a 11,15a 10,30ab
A. brasilense + A. cylindrica 10,40 ab 10,99a 10,43a 10,73 ab
A. brasilense + C.brevissima 10,67 ab 9,80 a 9,33a 10,23 ab
A. cylindrica + C. brevissima 10,40 ab 10,82a 10,04a 9,27Db

A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima 8,87b 10,26 a 10,41a 9,67 ab
Letras diferentes na vertical em cada dose de N, diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Avaliando a inoculagéo dentro de cada dose do N em cobertura, foi observado
efeito significativo somente nas doses 0 e 100 kg N ha™ (Tabela 5). Quando n&o foi
utilizado o N (0 kg N ha™*), a inoculac&o de C. brevissima apresentou maior valor de
proteina bruta superando a coinoculacdo de Azo + Ana + Cal, com 10,92 e 8,87%,
respetivamente. O incremento no teor de proteina bruta proporcionado pela
inoculacdo das sementes com a inoculagdo de C. brevissima neste estudo,
provavelmente esteve associado a FBN propiciada pela cianobactéria, e a
consequente importancia do N na composicdo de aminoacidos e de proteinas
(MALAVOLTA, 2006; MARSCHNER, 2011; TAIZ et al., 2013). Resultados similares
aos verificados na presente pesquisa foram encontrados por Dotto et al. (2010) que
obtiveram respostas positivas relacionadas ao teor de N em grdos de milho quando
da inoculacdo de sementes com Herbaspirillum e aplicacédo de doses de N.

Comparando-se todos os tratamentos, quando aplicou-se 100 kg N ha™® em
cobertura no milho, o tratamento ndo inoculado apresentou o valor superior de PB
com 11,5% (Tabela 5). O valor mais baixo foi observado na coinoculacdo de Ana +
Cal, com 9,67%. Basi (2013) verificaram efeitos significativos da adubacédo
nitrogenada em cobertura no teor de proteina em graos de milho, entretanto, nao
foram observados efeitos significativos da inoculacdo das sementes com
Azospirillum brasilense.

Em relagdo ao incremento da produtividade de gréos, no ano de 2017/2018,
todos os tratamentos em comparacdo com o tratamento testemunha (tratamento

sem inoculacao e ndo adubado com N), a inoculacdo dupla de Azo + Cal + 50 e 100
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kg ha™* de N em cobertura, proporcionaram um aumento na ordem de 1164 e 1673

kg ha™ de grdos de milho (Tabela 6).

Tabela 6. Incremento de produtividade do milho inoculado com cianobactérias e A. brasilense
associadas a quatro doses de N-cobertura, em relacédo ao tratamento testemunha, na safra de
2017/2018, Londrina-PR.

Doses de N (kg ha™)

% % %

Inoculagdo 0 25 50 100

T1 8744 () - 7793 (-:950) 11 8683 (-61) -1 8888 (144) 2
T2 0888 (1143) 10 99721208y 14 9642 (898) 10 9817 (1073) 12
T3 8743(-1) 001 9160 (416) 5 9069 (352) 4 8921 (177) 2
T4 8920 (176) 2 8865 (121) 1 9381 (638) 7 9316 (572) 7
T5 8184 (-560) ° 8934 (190) 2 9118 (374) 4 10678 (1934) 22
6 8951 (207) 2 8653 (-91) 1.0 9908 (1164) 13 10417 (1673) 19
T7 9305 (561) 6 8558 (-186) -2 10553 (1809) 21 9222 (478) 6
T8 9302 (558) 6 10301(1647) 1° 11028 (2284) 26 10369 (1625) 19

Onde: T1- Controle, T2- A. brasilense, T3- A. cylindrica, T4- C. brevissima, T5- A. brasilense + A. cylindrica, T6- A. brasilense +
C. brevissima, T7- A. cylindrica + C. brevissima e T8- A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima.

A inoculacdo dupla de Azo + Ana + 100 kg N ha™ proporcionou um
incremento de 1934 kg ha™ de grdos em comparacéo ao tratamento nédo inoculado e
nao adubado (Tabela 6). A inoculacao tripla de Azo + Ana + Cal + 25, 50 e 100 kg N
ha® em cobertura apresentaram um aumento de 1647, 2284 e 1625 kg ha™ de
graos, respetivamente, quando comparado tratamento n&o inoculado e néo
adubado. Tal comportamento demonstra que a combinacao de bactérias apresentou
interacdes positivas entre si com as doses de N utilizadas. Na natureza muitos
microrganismos coexistem no ambiente, havendo varios tipos de interacdes
microbianas conhecidas, como antagonismo, competicdo e simbiose.

Na comparagao com o tratamento néo inoculado e adubado com 100 kg N ha
! em cobertura a inoculacdo dupla de Azo + Cal + 50 e 100 kg ha™ de N apresentou
ganhos de 1098 e 1529 kg ha™ de grdos de milho (Tabela 7). Por outro lado, a
associacéo de Ana + Cal + 50 kg N ha™ proporcionou um acréscimo de 1665 kg ha™
de grdos. Na inoculacdo tripla de Azo + Ana + Cal + 25, 50 e 100 kg N ha™

verificaram-se aumentos na ordem de 1504, 2140 e 1482 kg ha™ de graos.
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Tabela 7. Incremento de produtividade em kg ha™ e em porcentagem do milho inoculado com
cianobactérias e A. brasilense associadas a quatro doses de nitrogénio em cobertura, em
relacdo ao tratamento sem inoculacdo e adubado com 100 kg ha™ de N-cobertura, na safra de
2017/2018, Londrina-PR

Doses de N (kg ha™)

Inoculagéo 0 % 25 % 50 % 100 %
T 8744 (-144) 2 7793(-1095) 12 g683 (-205) -2 8888 (-) -

T2 9888 (999) 1 o972 (1084) = 12 9642 (754) 9 9817 (929) 1
T3 8743 (-145) 2 9160 (272) 3 9069 (181) 2 8921 (33) 0

T4 8920 (32) 0 8865 (-23) 0 9381 (493) 6 9316 (428)

TS5 8184 (-704)  © 8934 (46) 1 9118 (230) 3 10678 (1790) 20
6 8951 (63) 1 8653 (-235) -3 9908 (1020) 12 10417 (1529) 1
7 9305 (417) 5 8558 (-330) 4 10553 (1665) 19 9222 (334) 4
T8 9302 (414) 5  qo301(1503) Y 11028 (2140) 24 10369 (1482) 17

Onde: T1- Controle, T2- A. brasilense, T3- A. cylindrica, T4- C. brevissima, T5- A. brasilense + A. cylindrica, T6- A. brasilense +
C. brevissima, T7- A. cylindrica + C. brevissima e T8- A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima.

Na safra de 2018/2019, em comparacdo com tratamento testemunha
(tratamento sem inoculagéo e sem adi¢do de N), o tratamento T7 (inoculagéo dupla
de A. cylindrica + C. brevissima) na dose de 50 kg ha’ de N apresentou um

incremento de 996 kg ha™ de grdos (Tabela 8).

Tabela 8. Incremento de produtividade do milho inoculado com cianobactérias e A. brasilense
associadas a quatro doses de nitrogénio em cobertura, em relacdo ao tratamento controle,
safra de 2018/2019, Londrina-PR.

Doses de N (kg ha™)

Inoculagéo 0 % 25 % 50 % 100 %
T1 8615 (-) - 8419 (-196) 2 8385 (-230) -3 8632 (18) 0

T2 6446 (-2168) -25 6931 (-1683) -20 8558 (-56) -1 6712 (-1902) -22
T3 7855 (-759) 9 7926 (-689) -8 7606 (-1009) -12 7786 (-829) -10
T4 8640 (26) 0 8098 (-517) 6 8630 (16) 1 7853 (-761) -9
T5 9292 (677) 8 8253 (-361) -4 7538,7 (-1076) 13 7741 (-874) -10
T6 8837 (223) 3 8242 (-328) -4 8846 (321) 3,7 7816 (-798) -9
T7 7801 (-814) -9 8104 (-511) -6 9611 (996) 12 7855 (-759) -9
T8 7690 (-925) -10 8631 (16) 0 7719(-896) -10 7725 (-890) -10

Onde: T1- Controle, T2- A. brasilense, T3- A. cylindrica, T4- C. brevissima, T5- A. brasilense + A. cylindrica, T6- A. brasilense +
C. brevissima, T7- A. cylindrica + C. brevissima e T8- A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima.

Na safra de 2018/2019, comparando todos os tratamentos com o tratamento
ndo inoculado e adubado com 100 kg N ha™ em cobertura (Tabela 9), a inoculacédo
dupla de Ana + Cal + 50 kg ha™* de N em cobertura resultou no aumento de 978 kg

ha™ de grdos de milho.
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Tabela 9. Incremento de produtividade do milho inoculado com cianobactérias e A. brasilense
associadas a quatro doses de nitrogénio em cobertura, em relacdo ao tratamento adubado com
100 kg ha™ de N em cobertura, na safra de 2018/2019, Londrina,PR.

Doses de N (kg ha™)

Inoculag&o 0 % 25 % 50 % 100 %
T1 8615 (-18) 02 ga187(2137 — 3 8385 (-247) -3 8632 (-) -

T2 6446 (-2186) 25 6931,3(-1701,1) 20 8558 (-74) -1 6712 (-1920) 22
T3 7855 (-777) 9 79256 (-706,8) 9 7606 (-1026) -12 7786 (-847) -10
T4 8640 (8) 0 8097,5(-534,9) 8630 (2) 0 7853 (-779) 9
TS5 9292 (659) 8 82532 (-379,2) 4 7539 (-1094) -13 7741 (-891) -10
T6 8837 (205) 2 82418 (-390,6) 8846 (213) 3 7816 (-816) -10
T7 7801 (-832) -10 81035 (-528,9)  © 9611 (978) 11 7855 (-777) 9
T8 7690 (-943) -11 86305 (-1,9) 9002 7719 (-914) -11 7725 (-908) -11

Onde: T1- Controle, T2- A. brasilense, T3- A. cylindrica, T4- C. brevissima, T5- A. brasilense + A. cylindrica, T6- A. brasilense +
C. brevissima, T7- A. cylindrica + C. brevissima e T8- A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima.

Diaz-Zorita et al. (2015) que evidenciaram em diversos estudos de campo,
principalmente na América Latina e Asia, um aumento no rendimento de grdos em
cereais para a resposta a inoculagdo com Azospirillum sp. com incremento de 10,0%
no rendimento de gréos.

Estudos realizados por Gavilanes et al. (2020) avaliando a coinoculacéo de A.
cylindrica com A. brasilense no rendimento de grdos de hibridos de milho
demonstram que a co-inoculagdo de A. cylindrica + A. brasilense aumentou a
produtividade em 967 kg ha™ em Londrina-PR e em 1.744 kg ha™' em Faxinal-PR,
em comparagao ao tratamento controle.

Para Repke et al. (2013), relatam que pesquisas realizadas com a aplicacao
de A. brasilense via solucdo nas sementes, com ou sem utilizacdo da adubacédo
nitrogenada, n&o apresentaram efeito significativo no desenvolvimento e
produtividade do milho. Sangoi et al. (2015) também relataram que o tratamento das
sementes com Azospirillum ndo contribuiu para o aumento da produtividade do
milho, independente do sistema de manejo e do nivel de N mineral aplicado na
cultura. Prasanna et al. (2016), avaliando a produtividade do milho, ndo encontraram
efeitos da inoculagdo com cianobactérias em relacdo ao controle. Para Matsumura et
al. (2015), a resposta da inoculacdo pode variar de acordo com o genétipo da planta,
estirpe bacteriana, condigcbes ambientais, praticas agricolas, bem como com a
qguantidade e qualidade das celulas de BPCP utilizadas como inoculante.

Resultados obtidos na presente pesquisa demostraram beneficios da

coinoculagcéo das cianobactérias das espécies A. cylindrica e C. brevissima com A.
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brasilense associadas a doses de N em cobertura para a variedade de milho
IPR164, destacando-se a safra de 2017/2018, especificamente no incremento da
produtividade.Tal fato se deve, provavelmente, por nao ter ocorrido deficit hidrico
nas fases criticas de desenvolvimento da cultura no periodo mencionado..

A pratica mais conhecida e consolidada na exploragdo dos beneficios das
cianobactérias em culturas em com interesse economico, € a inoculacdo das
mesmas nas culturas do feijado comum (PICHARDO e PFLUGMACHER, 2011), do
milho (GAVILANES et al., 2020), do trigo (EL-SHINNAWIL et al. 2016), da soja
(JADHAV e TALEKAR, 2020), na cultura do arroz (JING et al. 2019).

A combinacdo das cianobactérias com outras bactérias fixadoras de N
aumentam o fornecimento desse nutriente as plantas (ANDRADE e COLOZZI
FILHO, 2014) e pode contribuir no aumento da produtividade. Gavilanes et al.
(2020) avaliando a coinoculacao de Anabaena cylindrica com Azospirillum brasilense
verificaram aumento do rendimento de gréos de hibridos de milho (GAVILANES et
al. 2020). Horécio et al. (2020) avaliando a coinoculagédo de Rhizobium, Azospirillum
e cianobacterias observaram aumento da aumento na producao de gréos de feijdo
comum. Diante do exposto, torna-se necessario que se realizem mais pesquisas
utilizando cianobactérias como inoculante, isoladas ou associadas com BPCPs em
cultivares de milho em diferentes ambientes, visando a reducdo ou substituicdo de

uso de fertilizantes minerais principalmente na agricultura.
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3.6 CONCLUSOES

As carateristicas avaliadas na cultivar do milho ndo foram alteradas pela
interacdo entre doses de N em cobertura (0,25, 50 e 100 kg N ha™), safra e
inoculacao, demonstrando que dependendo da safra, as doses de N néo interferem
na atuacao das cianobactérias.

A safra de 2017/2018 apresentou maior crescimento e desenvolvimento das
plantas de milho quando coinoculadas, contribuindo para aumentos acima de 1000
kg ha™ de grdos nos tratamentos em coinoculagéo de A. brasilense + A. cylindrica +
C. brevissima associadas a 25, 50 e 100 kg ha™ de N em cobertura com incrementos
de 1647; 2284 e 1625 kg de graos de milho, respetivamente, quando comparado ao
tratamento ndo adubado e nédo inoculado.

A associacao de A. brasilense e cianobactérias com as doses de N utilizadas
em cobertura mostrou-se pratica agronémica eficiente para o milho em condi¢des

tropicais.
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4 ARTIGO 2. Coinoculagao de cianobactérias, rizobio e Azospirillum brasilense
associada a doses de nitrogénio em cobertura na produtividade do feijao

comum (Phaseolus vulgaris, L.)

4.1 Resumo

A associacdo de cianobactérias com Rhizobium e Azospirillum brasilense constitui
uma pratica cultural potencial para promoc¢ao de crescimento vegetal, suprimento de
nitrogénio (N) e aumento do desempenho produtivo do feijoeiro. O trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da coinoculacdo de cianobactérias das espécies
Anabaena cylindrica e Calothrix brevissima, com Rhizobium (R. tropici e R. freirei) e
Azospirillum brasilense, em associacdo a duas doses de N em cobertura no
crescimento e desempenho produtivo de feijoeiro comum. O experimento foi
conduzido em condi¢cdes de campo na primeira e segunda época de semeadura do
feijdo, em Londrina (PR). Utilizou-se o delineamento de parcelas subdivididas em
esquema fatorial (12 x 2 +1), com quatro repeticdes. As parcelas foram constituidas
pela inoculagéo e coinoculagdo de Rhizobium (Riz), A. brasilense (Azo), A. cylindrica
(Ana) e C. brevissima (Cal) nas sementes de feijao, e a subparcela por duas doses
de N (30 e 60 kg N ha™), além do controle (sem adubacdo e sem inoculacdo). Foram
avaliadas a altura de plantas, altura de insercdo de primeira vagem, massa seca
total da planta, massa seca foliar, N acumulado na parte aérea, vagem por planta,
graos por vagem, peso de mil graos e produtividade de graos. Em comparacao ao
tratamento controle, na 12 época de semeadura verificou-se maior crescimento e
desenvolvimento das plantas de feijao coinoculadas, contribuindo para aumentos
acima de 700 kg ha™ de gréos com Riz + Cal + 30 kg N ha™ (1085 kg ha™ de gréos),
Riz + Azo + Ana + 30 e 60 kg N ha™ (993 e 788 kg ha™ de gréos, respetivamente) e
Riz + Ana + Cal + 60 kg N ha® (839 kg ha' de grdos). JA na segunda safra
observaram-se ganhos menores com a coinoculacdo de Riz + Cal + 60 kg N ha*
(688 kg ha™ de grdos), Riz + Ana + 60 kg N ha™ (506,7 kg ha™* de gréos) e Azo + Cal
+ 60 kg ha™ (com 456 kg ha™ de gréos). A associacdo de rizébio, A. brasilense e
cianobactérias com as doses de N utilizadas em cobertura mostrou-se prética
agrondmica eficiente para o feijoeiro em condicbes tropicais, resultando em
incrementos no rendimento de grédos comparativamente as plantas ndo inoculadas e
ndo adubadas.

Palavras chaves: Phaseolus vulgaris L., A. cylindrica, C. brevissima, promocéo de
crescimento vegetal, rizobactérias, fixag&o bioldgica de nitrogénio.

4.2 Abstract

The association of cyanobacteria with Rhizobium and Azospirillum brasilense
constitutes a potential cultural practice to promote plant growth, the supply of
nitrogen (N), and increase the productive performance of common beans. The work
aimed to evaluate the effect of the co-inoculation of cyanobacteria of the species
Anabaena cylindrica and Calothrix brevissima, with Rhizobium (R. tropici and R.
freirei) and Azospirillum brasilense associated with two N rates at topdressing in the
growth and productive performance of common bean. The experiment was carried
out under field conditions in the first and second common bean sowing seasons, in
Londrina (PR). Plots subdivided in a factorial scheme (12 x 2 +1) were used, with
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four replications. The plots were constituted by the inoculation and co-inoculation of
Rhizobium (Riz), A. brasilense (Azo), A. cylindrica (Ana), and C. brevissima (Cal) in
the bean seeds, and the subplot by two doses of N (30 and 60 kg N ha™), in addition,
to control (without fertilization and without inoculation). Plant height, the height of first
pod insertion, total dry mass of the plant, leaf dry mass, accumulated shoot N
content, pod per plant, grains per pod, the weight of a thousand grains, and grain
yield were evaluated. In comparison to the control treatment, in the 1st sowing
season, there was a greater growth and development of the co-inoculated bean
plants, contributing to increases above 700 kg ha™ of grains with Riz + Cal + 30 kg N
ha* (1085 kg ha™ of grains), Riz + Azo + Ana + 30 and 60 kg N ha™ (993 and 788 kg
ha, respectively) and Riz + Ana + Cal + 60 kg N ha™ (839 kg ha * of grains). In the
second harvest, however, smaller gains were observed with the co-inoculation of Riz
+ Cal + 60 kg N ha™ (688 kg ha™ of grains), Riz + Ana + 60 kg N ha™* (506.7 kg ha™)
1 of grains) and Azo + Cal + 60 kg ha™ (with 456 kg ha™ of grains). The association
of rhizobia, A. brasilense, and cyanobacteria with the N rates at topdressing was
shown to be an efficient agronomic practice for beans under tropical conditions,
resulting in increases in grain yield compared to uninoculated and unfertilized plants.

Key-words: Phaseolus vulgaris L., A. cylindrica, C. brevissima, plant growth
promotion, rhizobacteria, biological nitrogen fixation.
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4.3 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa de grande
importéncia para a alimentagdo humana em todo o mundo, particularmente nos
paises em desenvolvimento, onde constitui a principal fonte de proteina, por
apresentar baixo valor econdmico, quando comparada com proteinas de origem
animal (MEZIADI et al., 2016). Além disso, é uma leguminosa rica em carboidratos,
minerais como ferro, vitaminas e aminoacidos essenciais (PETRY et al., 2015). E
cultivada no Brasil em diversos sistemas de producado, desde pequenos produtores
com baixa tecnologia e desempenho produtivo, até médios e grandes produtores,
em sistemas altamente tecnificados (SOUZA et al., 2017).

As lavouras de feijao no Brasil apresentam produtividade média relativamente
baixa. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento-Conab (2021), na safra
2020/2021 a area plantada foi de 2.945,9 mil hectares, com a producéo de 3.250 mil
toneladas. A produtividade média brasileira de grdos de feijao foi de 1.103 kg ha™,
sendo 1.123, 980 e 1373 kg ha™ para primeira, segunda e terceira épocas de
semeadura, respetivamente.

Um dos insumos agricolas mais importantes para obtencdo de altos
rendimentos de feijdo € o fertilizante nitrogenado. Porém, sdo caros, apresentam
baixa eficiéncia de uso pelas plantas, além de estarem relacionados a poluicdo
ambiental, quando usado em excesso (HUNGRIA et al., 2007). Uma das alternativas
para reduzir a necessidade desse nutriente € a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
realizada por um seleto grupo de bactérias, denominadas diazotréficas (REIS, 2007).

Pesquisas realizadas na cultura do feijoeiro reportam a inoculagéo por varios
géneros bacterianos como o Rhizobium spp. (SCHLINDWEIN et al., 2008; COATTI
et al.,, 2010; SCHOSSLER et al., 2016; CHEKANAI et al., 2018; PACHECO et al.,
2020; HORACIO et al., 2020) e Azospirillum spp. (RADWAN et al., 2005; HORACIO
et al., 2020), principalmente visando melhorar a capacidade de FBN, bem como
explorar outros mecanismos de promoc¢ao de crescimento vegetal como a producao
de fitorreguladores, disponibilizagdo de nutrientes e o biocontrole.

Nesse cenario, uma técnica promissora €é a coinoculagdo, também
denominada inoculacdo mista com bactérias promotoras de crescimento de plantas

e fixadoras de nitrogénio. A combinacéo de diferentes microrganismos pode produzir
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um efeito sinérgico, que superam os resultados produtivos quando estes sao
utilizados isoladamente.

Pouco se relata sobre a inoculacdo e coinoculacdo com cianobactérias,
principalmente das espécies Anabaena cylindrica, Calothrix brevissima com outras
bactérias fixadoras de N,, como as dos géneros Rhizobium e Azospirillum em
leguminosas, especificamente no feijjdo comum.

As cianobactérias apresentam potencial agricola como biofertilizantes,
produzindo substancias que estimulam o crescimento de plantas ou até mesmo a
FBN (ANDRADE; COLOZI FILHO, 2014), podendo aumentar a produtividade de
culturas. Itou et al. (2001), relatam que a Anabaena cylindrica, além de contribuir na
FBN, também tem atividade na solubilidade do ferro por produzir sideroforos. Para
Habib et al. (2011) a Calothrix sp. € uma das cianobactérias dominantes em campos
de arroz. Elas enriquecem o solo com nitrogénio e carbono, atuam na solubilizacao
de fosfatos, contribuindo assim, na melhoria da agregacéo do solo.

Em pesquisa desenvolvida por Horacio et al. (2020), avaliando a
coinoculagédo de Rhizobium, Azospirillum e cianobactérias em condi¢cdes de casa de
vegetagcdo, observaram-se aumento na producdo de grados de feijdo comum.
Outrossim, Gavilanes et al. (2020), avaliando a coinoculacdo de Anabaena cylindrica
com Azospirillum brasilense, verificaram aumento do rendimento de grdos de
hibridos de milho.

Assim, o feijdo comum pode alterar seu crescimento e desempenho produtivo
quando inoculado ou coinoculado com bactérias promotoras de crescimento vegetal
que apresentam diferentes mecanismos de promoc¢ao de crescimento. Diante do
exposto, objetivou-se avaliar o efeito da inoculacéo isolada e da coinoculacdo da
Anabaena cylindrica, Calothrix brevissima com Rhizobium (R. tropici e R. freirei) e
Azospirillum brasilense, associadas a doses de N em cobertura, no crescimento e

desempenho produtivo do feijoeiro.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Caracterizacdo da area experimental

Foram conduzidos dois experimentos a campo com a cultura do feijoeiro. O
primeiro experimento foi instalado na segunda época de cultivo (mar¢o a junho) e o
segundo, na primeira época de cultivo (setembro a dezembro) de 2019/2020, em
area pertencente a Fazenda experimental da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). O solo foi classificado como Latossolo Vermelho eutroférrico (teor de argila
variando de 760 a 820 g kg™ entre 0 e 0,40 m de acordo com o Sistema Brasileiro de
Classificacdo de Solos (SANTOS et al., 2018). A area esta localizada no municipio
de Londrina (PR), com coordenadas geograficas de 23° 23’ de latitude S e 51° 171’
de longitude W. A altitude média do local é de 566 m, e o clima, subtropical tmido,
do tipo Cfa segundo classificacdo de Kdppen.

A éarea dos experimentos, nos ultimos anos, foi ocupada pela sucesséo de
milho/aveia, em sistema plantio direto. Em cada experimento, antes da instalacao foi
realizada a amostragem de solo, nas camadas de 0-20 cm, para analise dos
atributos quimicos, conforme metodologia descrita por Raij et al. (2001), cujos

resultados estéo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Caracteristicas quimicas do solo da area experimental, antes da
instalacdo dos experimentos, na camada de 0 a 20 cm, na 12 e 23 época de
semeadura do feijao, 2019, Londrina, PR.

P (mehiich-1) C pH K Ca Mg H+Al CTC Vv

mgdm® gdm® CaCl, cmol, dm™ (%)

12, Epoca 26,90 15,02 58 061 6,7 23 548 13,60 54,35

22, Epoca 16,45 16,45 57 064 60 22 6,07 1345 54,19

Fonte: Elaboracéo do préprio autor

Os dados meteorolégicos de precipitacdo pluvial e temperaturas durante a
conducgdo dos experimentos foram obtidos junto a estacdo meteorologica da UEL
(Figura 8).

Figura 8. Precipitacdo pluvial e temperaturas maxima e minima (T max e T min)

referente aos periodos experimentais de (A) 22 época de semadura (28/03 a
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06/06/2019) e (B) 12 época de semeadura do feijdo comum (16/09/2019 a
15/12/2019), Londrina-PR.

(A)
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Onde: S- semeadura, F- floracdo e C- colheita.
Fonte: O Autor.

4.4.2 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento utilizado em cada experimento foi parcelas subdivididas em
esquema fatorial (12 x 2 +1), com quatro repeticdes. Na parcela os tratamentos
alocados foram inoculagao isolada de rizobio (Rhizobium tropici + Rhizobium freire),

de Azospirillum brasilense, Anabaena cylindrica, Calothrix brevissima e
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coinoculacdes duplas de rizobio + A. brasilense, rizobio + C. brevissima, rizobio +
A. cylindrica, A. brasilense + C. brevissima, A. brasilense + A. cylindrica e
coinoculacg@es triplas de rizobio + A. brasilense + C. brevissima e de rizobio + A.
brasilense + A. cylindrica. Na subparcela alocou-se as duas doses de N em
cobertura (30 e 60 kg N hal). Todos os tratamentos receberam 30 kg N ha™ na
base, ou seja, no momento da semeadura, além do tratamento controle sem
inoculacdo e sem N-mineral.

A subparcela experimental foi constituida de seis linhas de semeadura com
quatro metros de comprimento, com espacamento entre linhas de 0,45 m e 12
plantas por metro linear, totalizando 10,8 m? de &rea (til.

4.4.3 Implantagcéo e conducéao da cultura do feijoeiro

Nas duas épocas de semeadura, foi utilizada a cultivar de feijao IPR Curid, do
grupo comercial Carioca, com aproximadamente 70 dias de ciclo, considerado
precoce. Apresenta porte ereto, potencial médio produtivo de mais de 3,8 t ha™ e
272 g de massa média de mil grédos (IDR-IAPAR, 2021).

As espécies de cianobactérias avaliadas, originadas do Banco de Cultivos de
Cianobactérias e Ficotoxinas da Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Rio
Grande, RS, Brasil, foram obtidas do Laboratério de Microbiologia do Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR). As cepas apresentavam capacidade de fixar N,
atmosférico e de produzir elevadas quantidades de biomassa em crescimento sem
qualguer forma de N combinado na agua do meio de cultivo, com concentracdo de
108 UFC mL' (GAVILANES et al., 2020). Foram utilizados ainda inoculantes
comerciais para aplicacdo de A. brasilense (estirpes AbV5 e AbV6 com 2,0 x 108
UFC mL™) e de bactérias do género Rhizobium contendo R. tropici (SEMIA 4080 =
PRF81) + R. freirei (SEMIA 4077 = CIAT899) com concentracdo de 3,0 x 10°
células viaveis por mL.

As sementes de feijdo foram inoculadas previamente a semeadura. A dose
aplicada das cianobactérias foi de 5 mL para 1 kg de sementes, contendo
aproximadamente densidade de 1.0 x 108 células viaveis mL™. Para o A. brasilense
foi aplicada a dose de 100 mL para cada 25 kg de sementes, e para os rizébios
aplicou-se aproximadamente 100 mL para cada 40 kg de sementes,

respectivamente, de acordo com as recomendacfes do fabricante do produto
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comercial. Nas coinoculacdes foram utilizadas as mesmas doses de cada
inoculante. A inoculagdo consistiu em se colocar as sementes e os inoculantes em
saco plastico, com posterior agitacdo para distribuicdo homogénea.

A semeadura foi realizada de forma mecanizada, em &rea previamente
preparada por aracao e gradagem (aproximadamente 0,30 cm de profundidade). O
primeiro experimento foi semeado em 28 de marco de 2019 (22 época de
semeadura do fejoeiro) e, o segundo, em 16 de setembro de 2019 (12 época de
semeadura).

A adubacdo de base foi constituida pela aplicacdo do formulado N-P-K (05-
15-15), com base nas recomendacfOes de adubacdo para a cultura do feijao
comum, sendo 30 kg N ha™, 60 kg P,Os ha™ e 60 K,O kg ha™. As adubacées de N
em cobertura foram efetuadas em suas respectivas doses, utilizando a uréia (45%
de N) no inicio do estadio fenoldgico V4, caracterizado pela presenca da terceira
folha trifoliolada, completamente aberta em 50% das plantas (FERNANDEZ et al.,
1985).

A irrigacao foi realizada por sistema de aspersao atendendo as necessidades
do sistema solo-planta, principalmente na fase de emergéncia das plantulas, de
florescimento pleno e de enchimento de graos.

Em ambos os experimentos foram realizadas duas aplicagdes de defensivos
para o controle de plantas daninhas com os herbicidas Bentazona (Basagran ®) na
dose de 1,2 L ha™ e 150 a 250 L ha™ de calda e Propiconazol (Flex) na dose de 9,9
a 1,0 L ha™ para 200 a 300 L ha* de calda. No periodo da floracéo foram realizadas
duas aplicacbes para prevencdo de doencas fungicas, utilizando-se o funcigida
comercial Fox com principio ativo protioconazol, na dose de 0,4 a 0,5 L ha™* para 200
L ha’ da calda, aos 35 e 50 dias apds a emergéncia. Foi realizada uma aplicacéo
para o controle de pragas utilizando-se o inseticida Tiametoxan + lambda-cialotrina
(Engeo Pleno) na dose de 100 a 125 mL ha™ para 200 L ha™ de calda, aos 40 e 35

dias apGs a emergéncia, nas duas épocas de semeadura do feijdo comum.

4.4.4 AvaliacOes

Por ocasido do florescimento foram tomadas quatro plantas ao acaso dentro
da area util da parcela experimental. Foi avaliada a altura de planta e de insercao de

12 vagem (cm), por meio da medida da distancia entre a superficie do solo e o 4pice
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da planta, e da primeira vagem no racimo, respectivamente. ApGs a coleta, as quatro
plantas por subparcela foram acondicionadas em sacos de papel e submetidas a
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura média de 65°C, até
atingir massa constante. Amostras de matéria seca da parte aérea foram moidas em
moinho de laboratorio e o teor de N foi determinado de acordo com o método de
digestao Kjeldahl (BREMNER; KEENEY, 1965).

Ao final do ciclo da cultura (6 de julho e 15 de dezembro de 2019 para 22. e
12, época, respetivamente), foram colhidas todas as plantas da area util, sendo
separadas 8 plantas para a determinacdo do numero de vagem por planta e graos
por vagem através de contagem. A massa de mil grédos foi determinada segundo
metodologia descrita por Brasil (2009), em que, as sementes foram separadas em
oito repeticdes de cem, e na sequéncia procedeu-se as determinacdes e o resultado
expresso pela média. O valor da massa obtido foi corrigido para 13% de umidade.

A produtividade de gréos foi obtida por meio da pesagem dos graos colhidos
na area Util da subparcela experimental, com umidade corrigida para 13% (umidade

de armazenamento para gréos de feijéo) e conversado dos resultados para kg ha™.

4.4.5. Andlise estatistica

Atendido os pressupostos estatisticos, foi realizada andlise conjunta dos
dados das duas épocas de cultivo. Os dados foram tabulados e submetidos ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk, sendo consideradas normais, ndo necessitando de
transformacdo. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia e
quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)
no software SISVAR (FERREIRA, 2011). Foram realizados contrastes ortogonais,
para comparacdo dos tratamentos de inoculacdo e coinoculacdo com o tratamento
controle, pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade com auxilio do software
GENES. Ainda, foi calculada a produtividade relativa dos tratamentos em

comparagao com o tratamento testemunha (néo inoculado e ndo adubado).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi constatada interacdo tripla significativa (p<0,05) entre doses de N vs.
época vs. inoculagédo (N x E x I) para massa seca total de plantas (MSTP) e massa
seca foliar (MSF) (Tabela 11). Verificou-se efeito significativo (p<0,05) da interacéo
dupla entre época vs. inoculacéo (E x I) para nimero de graos por vagem (NGV)
(Tabela 12) e interacdo dupla entre nitrogénio vs. inoculacdo (N x I) para N
acumulado na parte aérea (NA) (Tabela 11).

Houve efeito significativo (p<0,05) para o fator época de semeadura (E) nas
caracteristicas altura de plantas (AP), altura de inser¢cdo de vagem (AlV), teor de
nitrogénio foliar (TN) (Tabela 11) e nimero de vagens por planta (NVP) (Tabela 12).
A 12 época foi superior a 22 época de semeadura do feijoeiro para estas
carateristicas, devido as condicbes climaticas mais favoraveis para o
estabelecimento das bactérias e efeitos no crescimento e desempenho produtivo
das plantas. A melhor dose de N em cobertura observada foi de 30 kg N ha™,
quando comparado com & dose de 60 kg N ha™. Associa-se também a este fato, as
caracteristicas fisico-quimicas do solo, a nutricdo equilibrada que foi ministrada para
todos os tratamentos, aliadas a adequada distribuicdo de 4gua observada durante o
ciclo da cultura.

Em relacdo ao fator inoculagdo houve efeito significativo para altura de
insercao de primeira vagem (Tabela 11) e nimero de vagem por planta (Tabela 12).
Para a caracteristica insercao de primeira vagem, a coinoculagéo de Rhizobium (Riz)
+ Azospirilum brasilense (Azo) + Calothrix brevissima (Cal) e de Rhizobium (Riz) +
A. brasilense (Azo) + Anabaena cylindrica (Ana) foram superiores em comparacao
aos demais tratamentos, demonstrando o potencial da associagéo do rizébio com A.
brasilense e cianobactérias. A altura de insercéo da primeira vagem é um parametro
de interesse quando se considera a possibilidade de colheita mecanizada. Segundo
Souza et al. (2009) a arquitetura da planta de feijao se constitui um problema,
gquando se considera a baixa altura de insercdo da primeira vagem, pois esta
caracteristica inviabiliza a colheita com automotriz.

Para o numero de vagem por planta, a inoculagcdo de C. brevissima,
associacao dupla de Riz + Azo, de Riz + Ana, de Riz + Cal, Azo + Cal, Azo + Ana,
inoculacgao tripla de Riz + Azo + Cal e de Riz + Azo + Ana apresentaram maiores

valores (Tabela 12), demonstrando sinergismo entre bactérias fixadoras de N e de
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promocao de crescimento de plantas. A associagdo de rizébios com outras BPCPs

tem se mostrado como alternativa promissora para aumento do crescimento das

plantas, melhoria da nodulacao e otimizacéo da fixagcdo de N2 em leguminosas como
caupi (ARAUJO et al.,2012; LIMA et al., 2011) e soja (FACHINELLI; CECCON, 2020;

HUNGRIA et al., 2013).

Tabela 11. Valores médios e analise de variancia (p) conjunta da 12 e 22 época de
semeadura do feijoeiro, 2019. Altura de plantas (AP), altura de insercédo de primeira
vagem (AlV), matéria seca total (MST), matéria seca foliar (MSF) e de teor de
nitrogénio foliar (TN) do feijdo comum inoculado e coinoculado com Rhizobium, A.
brasilense, C. brevissima e A. cylindrica, associadas a duas doses de N em
cobertura. Interacdo do nitrogénio em cobertura (N), inoculacdo () e época (E),

Londrina-PR.
Causas de Variacdo AP AlV MST MSF TN
Quadrado médio
Bloco (Epoca) 23,98 1,18 372,94 64,98 99,9
(EEp)oca de Semeadura  ;n15 08+ 947,00+  128521,12 139094  385,90*
Inoculac&o (1) 64,83 3,17* 342,72 105,14 48,34
Nitrogénio (N) 2,27 0,08 345,88 171,01 34,51
Exl 61,81 2,44 289,54 55,64 26,78
N x E 9,94 0,61 1073,05 115,94 16,57
N x| 10,33 0,88 440,16 87,38 50,85*
NxEXxlI 20,67 1,61 315,14* 57,94* 10,72
Residuo 16,42 1,68 33,76 19,89 23,59
Epoca de Semeadura __(em) _ __(g4plantas™) __ (gkg™h
12, Epoca 56,14 a 11,15 a 91,89 43,28 45,68 a
22, Epoca 46,99 b 6,70 b 40,14 26,26 4285b
Inoculacéo (1)
N-mineral 53,58 a 8,34 b 68,46 a 34,01 a 47,64 a
Riz 51,16 a 8,61b 64,84 a 33,11 a 46,01 a
Azo 49,87 a 8,91b 63,33 a 31,63 a 41,26 a
Cal 48,73 a 8,86 b 57,58 a 31,99 a 43,86 a
Ana 49,98 a 8,68 b 59,99 a 32,16 a 43,64 a
Riz + Azo 49,36 a 8,93 b 69,30 a 35,98 a 43,60 a
Riz + Cal 51,90 a 9,00b 61,92 a 32,54 a 42,83 a
Riz + Ana 54,13 a 9,10 b 72,89 a 38,89 a 42,78 a
Azo + Cal 53,39 a 9,00b 68,88 a 36,13 a 42,83 a
Azo + Ana 50,94 a 8,28 b 65,81 a 35,44 a 46,27 a
Riz + Azo + Cal 50,80 a 9,46 a 68,10 a 36,71 a 44,34 a
Riz + Azo + Ana 54,71 a 9,90 a 71,14 a 38,69 a 44,92 a
N-Cobertura (kg ha™)
30 54,15a 8,94 a 67,36 a 35,72 a 43,84 a
60 52,63 a 8,91 a 64,68 b 33,83 b 44,69 a




CV (%) 7,86 14,55 8,8 12,83
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10,97

Interacéo época vs. inoculagdo (E x 1), nitrogénio vs. época (N x E), nitrogénio vs. inoculagédo (N x 1),
nitrogénio vs. época vs. inoculacdo, coeficiente de variagdo (CV),*- significativo a 5% de
probabilidade; Nitrogénio-N mineral, Riz- Rhizobium (R. topici + R. freirei), Azo- Azospirillum
brasilense, Cal- Calothrix brevissima, Ana- Anabaena cylindrica. Letras diferentes na coluna,

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 12. Valores médios e analise de variancia (p) conjunta da 12 e 22 época de
semeadura do feijoeiro, 2019. Numero de vagens por planta (NVP), numero de graos
por vagem (NGV), massa de mil graos (MMG) e produtividade de gréos (PG) do
feijdo comum inoculado e coinoculado com Rhizobium, A. brasilense, C. brevissima
e A. cylindrica, associadas a duas doses de N em cobertura. Interacao do nitrogénio

em cobertura (N), inoculacéo (I) e época (E), Londrina-PR.

Causas de Variacdo NVP NGV MMG PG
Quadrado médio
Bloco (Epoca) 14,86 0,64 121,59 119876
Epoca de Semeadura (E) 45,25* 77,39* 5072,77 1849028
Inoculacao (1) 14,08* 0,34 209,98 271889
Nitrogénio (N) 15,19 0,16 822,12* 18119,6
Exl 5,89 0,69* 266,51 271889
NxS 0,72 0,18 4,97 737279
N x| 8,9 0,26 112,68 363586
NXEXI 5,96 0,5 172,69 235130
Residuo 7,11 0,34 109,51 303913
Epoca de Semeadura _ (n°)__ (9) (kg ha™)
12, Epoca 16,24 a 5,69 a 218,3 a 2882 a
22, Epoca 15,27 b 442 a 2215a 2905 a
Inoculacéo
N-mineral 14,40 b 518 a 218,39 a 2752 a
Riz 14,39 b 517 a 212,53 a 2885 a
Azo 15,06 b 4,93 a 211,76 a 2571 a
Cal 15,71 a 518 a 212,04 a 2782 a
Ana 15,38 b 4,84 a 212,04 a 2888 a
Riz + Azo 16,89 a 5,09 a 223,59 a 2915 a
Riz + Cal 16,67 a 4,78 a 215,02 a 3071 a
Riz + Ana 16,04 a 524 a 217,36 a 2889 a
Azo + Cal 16,23 a 5,14 a 214,60 a 2729 a
Azo + Ana 15,96 a 510 a 217,33 a 2846 a
Riz + Azo + Cal 15,08 b 4,99 a 220,04 a 2873 a
Riz + Azo + Ana 17,32 a 5,00 a 219,50 a 3000 a
N-Cobertura (kg ha™)
30 15,48 a 502a 214,32 b 2860 a
60 16,04 a 5,08 a 218,46 a 2840 a
CV (%) 16,92 11,47 4,84 19,34
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Interacdo época vs. inoculacéo (E x 1), nitrogénio vs. época (N x E), nitrogénio vs. inoculacéo (N x 1),
nitrogénio vs. época vs. inoculacdo, coeficiente de variacdo (CV),*- significativo a 5% de
probabilidade; Nitrogénio-N mineral, Riz- Rhizobium (R. topici + R. freirei), Azo- Azospirillum
brasilense, Cal- Calothrix brevissima, Ana- Anabaena cylindrica. Letras diferentes na coluna,
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Avaliando-se o efeito das doses de N em cobertura dentro de cada época de
semeadura do feijdo, constatou-se que o0s tratamentos com A. brasilense, A.
cylindrica, coinoculacédo de Riz + Cal, Azo + Ana, Riz + Azo + Cal, Riz + Azo + Ana
na primeira época de semeadura do feijao, obtiveram melhores resultados com a
dose de 30 kg N ha® para a massa seca total (MST) (Tabela 13). Para os
tratamentos Riz, Riz + Cal na segunda época de cultivo, verificou-se que a dose de
60 kg N ha™ foi a melhor, com resultados superiores. Os demais tratamentos,
independente das épocas de semeadura e doses de N ndo apresentaram diferencas
significativas.

Para a massa seca foliar (MSF) verificou-se que a inoculacdo de A. cylindrica
e coinoculacao de Riz + Cal na 12 época de semeadura, a melhor dose foi de 30 kg
N ha?, enquanto que para a coinoculacéo de Riz + Ana na 22 época de semeadura
do feijéo, a dose de 60 kg N ha™ foi melhor (Tabela 13).

A massa seca total (MST) e massa seca foliar (MSF) do feijoeiro, em funcao
das épocas de semeadura dentro de cada dose de N em cobertura, foram melhores
na 12 época em relacdo a 22 época de semeadura para todos os tratamentos
avaliados (Tabela 13). Esta variacdo entre as épocas de semeadura pode estar
relacionada as condic¢des climéticas favoraveis para o cultivo, sendo que na primeira
época as chuvas sdo mais regulares, as temperaturas mais adequadas e radiacao
solar sdo maiores.

Em relacdo a coinoculacdo, a aplicacdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) no sistema, como o A. brasilense,
promove aumento do crescimento radicular uma vez que estas Sao
responsaveis pelo aumento na produgcdo de auxinas, citocininas e giberelinas,
fitohormdnios responsaveis pelo crescimento vegetal (DARTORA et al,
2013). Por outro lado, a inclusdo de cianobactérias no sistema demonstra seu
potencial para uso como biofertilizantes e promotor de crescimento de plantas na
coinoculagdo com outras bactérias promotoras de crescimento, como ja observado
na cultura do milho (SURESH et al., 2019).
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O N é o nutriente base para aumentar o indice de area foliar, como discutido
anteriormente e, consequentemente, as taxas de fotossintese, promovendo assim
maior acumulo de matéria seca nas plantas (MARSCHNER, 2012). A adubacao
nitrogenada aumenta a disponibilidade do nutriente no solo e, a absorcao deste pelo
sistema radicular € maior, resultando em incrementos no teor de N na parte aérea do
feijdo, o que resulta em maior acumulo de massa seca na planta (SORATTO et al.,
2017). Bettiol et al. (2019) avaliando a inoculacao, coinoculacdo e adubacao mineral
em cultivares de feijdo comum de ciclo precoce, verificaram que a cultivar IAC
Imperador foi superior nos tratamentos N-mineral em cobertura, independentemente

da dose de N utilizada, com a coinoculacdo de R. tropici + A. brasilense.

Tabela 13. Valores médios de matéria seca total (MST) e matéria seca foliar (MSF)
do feijdo comum inoculado e coinoculado com R. tropici, A. brasilense, C. brevissima
e A. cylindrica, associadas a duas doses de N em cobertura. Interacdo de
inoculacao, épocas de semeadura e doses de N em cobertura (N), Londrina-PR.

MST MSF

(g 4 plantas™)

Tratamento Epoca gl
N-cobertura (kg ha™)
30 60 30 60
. 12, 95,70aA 100,88 aA 42,25aA 43,60 aA
N-mineral
22, 37,85 aB 39,43aB 25,95aB 24,25aB
Rhizobium 12, 87,55 bA 96,70aA 41,20aA 43,08 aA
22, 36,85 aB 38,30aB 24,45aB 23,73 aB
. 12, 95,88 aA 86,23 bA  42,15aA 39,33 aA
A.brasilense.
22, 33,42 aB 37,80aB 22,75aB 22,30 aB
C brevissima 12, 71,93 aA 77,65aA 3530aA 37,23aA
) 22, 40,70 aB 40,03aB 27,70aB 27,80 aB
A cviindrica 12, 88,58 aA 69,80 bA 42,10aA 35,13 bA
e 22, 40,00 aB 40,03aB 26,33aB 25,13 aB
Rhizob. + A bras 12, 101,60 aA 96,63aA 49,48aA 44,08 aA
' ' ' 22, 38,63 aB 40,35aB 24,63aB 25,75aB
Rhizob. + C. brev 12, 82,95bA 100,55aA 39,67 aA 39,68 bA
’ ’ ' 22, 98,90 aB 3525aB 23,70aB 20,23 aB
: _ 12, 101,48 aA 101,85aA 49,05aA 48,38 aA
Rhizob. + A. cylind.
22, 40,05 aB 48,20aB 24,78 bB 33,40 aB
Abras. + C. brey 12, 89,43 aA 98,00 aA 40,70 aA 46,33 aA
' ' ’ ' 22, 43,35 aB 44, 75aB 28,30aB 29,20 aB
. 12, 99,88 aA 76,80 bA  48,25aA 37,60 bA
A.bras. + A. cylind.
22, 42,83 aB 43, 75aB  27,63aB 28,30 aB
Rhizob. + Abras + C.brev 12, 11545aA 70,98 bA 53,30aA 37,48 bA
' ' ' 22, 44,98 aB 40,88aB 30,35aB 25,75aB

Rhizob. + A. bras. + A. 12, 116,75aA 82,15bA 56,70 aA 39,98 bA
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cylind. 22, 41,93 aB 43,73aB 30,60aB 27,35aB

Letras mindsculas iguais na linha e mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Skott-Knott, a 5% de probabilidade.

Observou-se efeito significativo da coinoculacdo de Azo + Ana, onde maior
teor de N foliar foi verificado na dose de 60 kg ha™, com 50,5 g kg, indicando que o
rizobio inoculado ou coinoculado com outros microrganismos ndo influenciou a
carateristica em avaliacdo (Tabela 14). Por outro lado, na avaliacdo de doses de N
dentro da inoculacdo, os tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas.
Apesar destes resultados ndo evidenciarem um efeito isolado, assim como
combinado destas bactérias com a adubacdo nitrogenada, a concentracdo de
nitrogénio em todos os tratamentos manteve-se na faixa de 30 a 50 g kg*
considerada adequada para a nutricao do feijoeiro (AMBROSANO et al., 1997).

Resultados similares foram observados por Veronezi et al. (2012), ao avaliar o
teor de nitrogénio foliar em feijoeiro em condi¢des controladas de casa de
vegetacdo, em funcéo da testemunha sem inoculacdo e testemunha nitrogenada, a
inoculacdo com rizébio e coinoculacdo nao resultaram em diferencas significativas.
Pelegrin et al. (2009), ao analisar o efeito das doses de 40 e 80 kg ha™ de N na
forma de ureia e a inoculacédo de Rhizobium tropici combinada ou ndo com aplicacéo
de 20 kg ha™ de N na semeadura, néo verificaram diferencas no teor de nitrogénio

da parte aérea.

Tabela 14. Valores médios de teor de N foliar (TN) do feijao inoculado e coinoculado
com Rhizobium, A. brasilense, C. brevissima e A. cylindrica, associadas a duas
doses de N em cobertura. Interacédo entre doses de N em cobertura (N) e inoculagéo
(I) de microrganismos.

TN (g kg™)
Tratamento 30 kg N ha™ 60 kg N ha™
N-mineral 50,00 aA 45,30 aA
Rizobio 44,55 aA 47,48 aA
A. brasilense 40,98 aA 41,55 aA
C. brevissima 43,13 aA 44,60 aA
A. cylindrica 41,60 aA 45,68 aA
Rizobio + A.bras. 45,33 aA 41,95 aA
Rizobio + C. brev. 41,60 aA 44,05 aA
Rizobio. + A. cylind. 42,30 aA 43,25 aA
A. bras. + C. brev. 45,28 aA 42,70 aA
A.bras. + A. cylind 42,05 bA 50,50 aA
Rizobio + A. bras. + C. brev. 44,90 aA 43,81 aA

Rizobio + A. bras. + A. cylind. 44,41 aA 45,43 aA
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Letras mindsculas iguais na linha e mailsculas na coluna nado diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Skott-knott a 5% de probabilidade.

Para o numero de grdos por vagem houve diferenca entre as safras, sendo que o
segundo cultivo (12. época de semeadura) foi superior comparativamente ao primeiro
cultivo (22, época de semeadura), em todos os tratamentos (Tabela 15). Avaliando
as eépocas dentro da inoculacdo, observa-se que em cada safra de cultivo, a
inoculag&o assim como a coinoculagdo de Rhizobium, A. brasilense e cianobactérias
utilizadas nao influenciaram o nimero de graos por vagem, provavelmente por se
tratar de uma caracteristica de alta herdabilidade genética, dependente de cada
cultivar (TORRES et al., 2014). O niumero de sementes por vagem normalmente é
uma caracteristica varietal pouco influenciada pelo ambiente ou por préticas culturais
adotadas (ARF et al., 2004). Resultados diferentes foram observados por Horacio et
al. (2020), avaliando a coinoculacdo de rizébio, Azospirillum e cianobactérias da
espécie A. cylindrica em feijdo comum. Os autores observaram maior nUmero de
grdos por vagem em tratamentos com adubacdo nitrogenada, inoculacdo e

coinoculacéo de rizébio, A. brasilense e cianobactéria da espécie A. cylindrica.

Tabela 15. Valores médios de namero gréos por vagem (NGV) do feijdo comum
inoculado e coinoculado com Rhizobium, A. brasilense, C. brevissima e A. cylindrica,
associadas a duas doses de N em cobertura. Interacdo entre épocas de semeadura
(E) e Inoculacgao (1) de microrganismos

Epocas de semeadura

Tratamento 12, Epoca 22 Epoca
N-mineral 5,69 aA 4,68 bA
Rhizob.(R. tropici + R. freire) 5,95 aA 4,39 bA
A. brasilense 5,46 aA 4,40 bA
C. brevissima 5,69 aA 4,66 bA
A. cylindrica 5,43 aA 4,26 bA
Rhizob. + A.bras. 5,55 aA 4,63 bA
Rhizob. + C. brev. 5,51 aA 4,05 bA
Rhizob. + A. cylind. 6,23 aA 4,26 bA
A. bras. + C. brev. 5,46 aA 4,83 bA
A.bras. + A. cylind 571 aA 4,50 bA
Rhizob. + A. bras. + C. brev. 5,58 aA 4,40 bA
Rhizob. + A. bras. + A. cylind. 6,01 aA 3,99 bA

Letras minusculas iguais na mesma linha e mailsculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Skott-knott a 5% de probabilidade.

O maior valor de massa de mil grdos foi verificado com a dose de 60 kg N ha™

com 218,46 g, comparativamente a dose de 30 kg N ha™ com 214,32 g (Tabela 12).
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Grande quantidade de N é extraida e exportada pela cultura do feijdo comum
(SORATTO et al., 2014), uma vez que seu grao € constituido por 20-25% de
proteina (ou seja, uma macromolécula de N). Porém, esperava-se 0 aumento da
massa de grados com a aplicacdo das doses de N utilizadas, o que foi confirmado
pelos resultados deste estudo. Santos e Fageria (2007) também relataram aumento
significativo no peso do gréo de feijao com a aplicacéo de N.

Analisando-se os contrastes entre todos os tratamentos em comparagao com
o controle, a altura de plantas (AP), o teor de N foliar (TN), o nUmero de vagens por
planta (NVP), nimero de grdos por vagem (NGV), a massa de mil grdos (MMG) e
produtividade de grdos (PG) ndo mostraram efeito significativo na 22 época de
semeadura do feijoeiro (Tabelas 16 e 17). Tal fato ocorreu independentemente das
formas de inoculacdo ou da adicdo de N em cobertura. A auséncia de efeito
significativo pode ser atribuida ao fato de as plantas terem sido capazes de absorver
o N de fontes alternativas a fixagdo biologica pelas bactérias utilizadas. Neves et al.
(1982) afirmam que plantas de feijoeiro e de feijdo caupi, mesmo noduladas, tem
disponivel duas fontes de N, o solo e o fertilizante nitrogenado. Portanto, na
presente pesquisa, as plantas foram supridas néo s6 pelo N fornecido pelas estirpes,
mas também por aquele presente na solucdo do solo na forma de ions inorganicos
resultantes da mineralizagdo microbiana da matéria organica, e isso pode ter
influenciado nas respostas da cultura as fontes de N testadas. Brito et al. (2009)
avaliaram as contribuices relativas a FBN, ou seja, o N do solo e do fertilizante
nitrogenado sobre o desenvolvimento do feijao caupi. Estes autores observaram
maior contribuicdo da fixacao biolégica dentre os tratamentos avaliados. No entanto,
ressaltam também ter havido a contribuicdo do N fornecido tanto pelo solo como
pelo fertilizante nitrogenado.

Para a altura de insercado de primeira vagem (Tabela 16) observou-se efeito
significativo do contraste, em que a coinoculagdo com Riz + Azo + Ana + 60 kg N ha’
! apresentou média superior ao controle (8,63 cm), evidenciando & provavel
producédo de fitormonios pelos promotores de crescimento, entre outros fatores como
fixacdo de nitrogénio, supressdo de patdgenos e solubilizacdo de nutrientes.

Para a matéria seca total, a coinoculacdo com Riz + Ana + 60 kg N ha™
diferiu do controle, apresentando peso médio de 48,18 g planta™ (Tabela 16). Os
demais tratamentos ndo diferiram do controle. Ja, para a massa seca foliar (Tabela

16), a coinoculagdo com Riz + Ana + 60 kg N ha™, Riz + Ana + Cal + 30 kg N ha™* ou
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Riz + Azo + Ana + 30 kg N ha' foram superiores em relacdo ao controle,
demonstrando maior eficiéncia da interacdo da cianobactéria A. cylindrica com o
rizobio e A. brasilense, em associa¢do a adubacao nitrogenada. Na cultura do milho,
0 uso de cianobactérias como inoculante contribui para a absor¢cdo de macro e
micronutrientes, favorecendo comunidades microbianas na rizosfera de hibridos de
milho, promovendo uma economia significativa de fertilizantes quimicos
(PRASANNA et al., 2015, 2016). Em adicao, Gualter et al. (2008; 2011) acrescentam
que, quando o N é fornecido em gquantidades significativas contribui para um melhor
acumulo de matéria seca. Sendo assim, a associacao de A. cylindrica com rizébio e
A. brasilense, em associacdo a adubacdo nitrogenada, resultaram em melhor
suprimento de N, apresentando elevado acumulo de matéria seca em comparacao a
inoculacdo ou adubacdo nitrogenada isoladas. Dessa forma, as combinacfes
mencionadas demostram esse potencial, se destacando das demais formas de
inoculacdo. Por outro lado, Veronezi et al. (2012) ndo observaram diferencas para
massa seca da parte aérea entre os tratamentos que tiveram as sementes de feijao
inoculadas com R. tropici ou coinoculadas com R. tropici e A. brasilense, com 0s
sem inoculagéo ou N-mineral adicionada.

No segundo cultivo (12. época de semeadura do feijao) (Tabelas 18 e 19),
houve efeito significativo dos contrastes para altura de plantas (AP), altura de
insercao de primeira vagem (AlV), massa seca total e foliar (MST e MSF), teor de N
foliar (TN) e numero de vagem por planta (NVP). O niumero de grdos por vagem
(NGV), massa de mil graos (MMG) e produtividade de grdos (PG) nédo apresentaram
efeito significativo para os contrastes. Em relacdo a altura de plantas, a inoculagéo
com Rhizobium + 30 kg N ha™ em cobertura, A. brasilense + 30 e 60 kg N ha™, C.
brevissima + 30 e 60 kg N ha™, A. cylindrica + 30 e 60 kg N ha™, e a coinoculacéo
com Riz + Azo + 30 e 60 kg N ha™®, Azo + Ana + 60 kg N ha™ e Riz + Azo + Cal + 30
kg N ha*, apresentaram médias inferiores comparativamente ao controle. Os demais
tratamentos foram estatisticamente iguais ao controle.

Para a altura de insergcéo de primeira vagem, todos os tratamentos, exceto
com a coinoculagéo de Azo + Ana + 60 kg N ha™ em cobertura, e inoculacdo de
Rhizobium + 30 kg N ha, foram estatisticamente superiores ao controle.

A inoculagéo e coinoculacdo de Rhizobium, A. brasilense, C. brevissima e A.
cylindrica associadas a 30 e 60 kg N ha’ em cobertura foram superiores a

testemunha na massa seca total e massa seca foliar, demonstrando maior simbiose
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dos microrganismos com as doses de N utilizadas (Tabela 18). Em relacéo ao teor
de N foliar, o tratamento adubado com N-mineral + 30 e 60 kg N ha™, inoculacdo
com Rhizobium + 30 e 60 kg N ha™, C. brevissima + 30 kg N ha™, A. cylindrica + 60
kg N ha, e coinoculagdo com Riz + Azo + 30 kg N ha™, Riz + Ana + 30 e 60 kg N
ha, Azo + Cal + 30 kg N ha™, Azo + Ana + 60 kg N ha, Riz + Azo + Cal + 30 e 60
kg N ha® e Riz + Azo + Ana + 30 e 60 kg N ha, foram superiores ao controle,
demonstrando resposta positiva da inoculagdo e coinoculacdo dos trés
microrganismos, associados a doses de N em cobertura, quando comparado ao
tratamento n&o inoculado e ndo adubado. Esse comportamento pode ser devido ao
fato de que estes tratamentos receberam adequada adubacdo nitrogenada na
semeadura e no inicio dos estadios reprodutivos (ARAUJO; TEIXEIRA, 2008).

Quanto ao numero de vagens por planta, a coinoculagdao com Riz + Azo + 60
kg N ha™ em cobertura e Azo + Cal + 60 kg N ha™ foram superiores ao controle com
19,18 e 22,05 vagens por planta, respetivamente (Tabela 19). O nimero de vagens
por planta € o principal componente na determinacdo da produtividade do feijoeiro
(FAGERIA et al., 2008), sendo de suma importancia para que a cultivar alcance seu
potencial produtivo. Tal componente ndo é somente controlado geneticamente, pois
fatores ambientais e de manejo também influenciam esta carateristica (FAGERIA et
al., 2008).

Tabela 16. Contrastes entre médias dos tratamentos inoculados e coinoculados com
Rhizobium, A. brasilense e cianobactérias associados a duas doses de N em
cobertura em comparacao ao tratamento controle (sem inoculagéo e sem adubacéo),
para altura de plantas (AP), altura de insercédo de primeira vagem (AlV), massa seca
total (MST), massa seca foliar (MSF), teor de N foliar (TN), na 22 época de
semeadura do feijdo comum, Londrina-PR, 2019.

AP AlV MST MSF TN
Tratamento + N (kg ha™) (cm) (g 4 plantas™) (g kg™
Controle 44,40 5,53 31,00 18,23 40,33
N-mineral + 30 48,25 5,83 37,85 25,95 47,50
N-mineral + 60 46,15 6,55 39,43 24,25 42,78
Riz + 30 47,75 7,45 36,85 24,45 43,30
Riz + 60 45,55 5,53 38,28 23,73 44,98
Azo + 30 47,78 6,30 33,43 22,75 39,73
Azo + 60 46,70 6,40 37,80 22,30 42,05
Cal + 30 49,40 7,43 40,70 27,70 41,88
Cal + 60 46,28 7,15 40,03 27,80 44,60
Ana + 30 46,33 6,50 40,0 26,33 42,85

Ana + 60 49,60 6,53 41,60 25,13 44,43


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-06832015000400981#B2

Riz + Azo + 30
Riz + Azo + 60
Riz + Cal + 30

Riz + Cal + 60

Riz + Ana + 30
Riz + Ana + 60
Azo + Cal + 30
Azo + Cal + 60
Azo + Ana + 30
Azo + Ana + 60

Riz + Azo + Cal + 30
Riz + Azo + Cal + 60
Riz + Azo + Ana + 30
Riz + Azo + Ana + 60

48,30
42,13
46,60
47,03
47,15
51,88
50,30
47,25
43,08
45,20
47,02
43,68
46,08
48,30

7,53
6,70
6,20
6,28
7,13
7,88
6,13
6,50
5,90
5,43
6,80
7,33
7,0
8,63 *

38,63
40,35
28,90
35,25
40,05
48,18 *
43,35
44,75
42,83
43,75
44,98
40,88
41,93
43,73

24,63
25,75
23,70
20,23
24,78
33,34 *
28,30
29,18
27,63
28,30
30,35 *
25,75
30,58 *
27,35

45,20
42,33
39,10
45,30
39,80
40,88
43,90
42,08
39,88
44,13
41,83
41,83
40,60
40,70
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Onde Riz (Rhizobium), Ab (Azospirillum brasilense), Cb (Calothrix brevissima) e Ac (Anabaena
cylindrica). *- significativo a 5% pelo teste de Dunnet.

Tabela 17. Contrastes entre médias dos tratamentos inoculados e coinoculados com
Rhizobium, A. brasilense e cianobactérias associados a duas doses de N em
cobertura em comparacgao ao tratamento controle (sem inoculacdo e sem adubacéo)
para numero de vagem por planta (NVP), nimero de grao por vagem (NGV), massa
de mil grdos (MMG) e produtividade de graos (PG) na 22 época de semeadura do
feijdo comum, Londrina-PR, 2019.

NVP NGV PMG (q) PG
Tratamento + N (kg ha™) ~ (n°) (9) (kg ha™)
Controle 13,10 45 220,68 2792
N-mineral + 30 14,00 4,8 219,30 2649
N-mineral + 60 13,50 4,6 217,73 2843
Riz + 30 14,95 4,3 210,68 2849
Riz + 60 14,03 4.5 218,65 3010
Azo + 30 15,70 4.4 214,88 2933
Azo + 60 13,45 4.4 215,93 2521
Cal + 30 15,38 4,6 215,90 2622
Cal + 60 16,60 4,8 223,55 2599
Ana + 30 14,25 45 221,95 2944
Ana + 60 15,85 4,0 229,90 2925
Riz + Azo + 30 14,68 4,6 221,68 3126
Riz + Azo + 60 16,30 4.7 229,90 3080
Riz + Cal + 30 15,95 3,6 219,38 2954
Riz + Cal + 60 17,78 4.6 227,15 3479
Riz + Ana + 30 14,63 4,3 222,30 2779
Riz + Ana + 60 16,20 4,3 228,30 3298
Azo + Cal + 30 15,83 4,3 210,73 2815
Azo + Cal + 60 15,80 53 223,30 3247
Azo + Ana + 30 16,23 4,3 219,70 3053



Azo + Ana + 60

Riz + Azo + Cal + 30
Riz + Azo + Cal + 60
Riz + Azo + Ana + 30
Riz + Azo + Ana + 60

15,53
13,55
15,25
15,53
15,65

4,7
4,5
4,3
4,3
3,7

221,85
219,63
225,80
230,01
223,25
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2965
2914
2914
3114
2763

Onde Riz (Rhizobium), Ab (Azospirillum brasilense), Cb (Calothrix brevissima) e Ac (Anabaena

cylindrica).

Tabela 18. Contrastes entre médias dos tratamentos inoculados e coinoculados com
Rhizobium, A. brasilense e cianobactérias associados a duas doses de N em
cobertura em comparacgao ao tratamento controle (sem inoculacdo e sem adubacéo)
para altura de plantas (AP), altura de insercéao de primeira vagem (AlV), massa seca
total (MST), massa seca foliar (MSF), teor de N foliar (TN), na 1% época de

semeadura do feijdo comum, Londrina-PR, 2019.

AP AlV MST MSF TN
Tratamento + N (kg ha™) (g4 plantas®  (g/kg)
Controle 64,75 7,83 45,25 25,25 31,58
N-mineral + 30 60,63 10,50 * 95,70 * 42,25 * 52,50 *
N-mineral + 60 60,40 10,48 * 100,88 * 43,60 * 47,78 *
Riz + 30 54,13 * 10,25 87,55 * 41,20 * 45,80 *
Riz + 60 57,20 11,20 * 96,70 * 43,08 * 49,08 *
Azo + 30 54,50 * 11,63 * 95,88 * 42,15* 42,23
Azo + 60 50,50 * 11,34 * 86,23 * 39,33 * 41,05
Cal + 30 49,75 * 10,34 * 71,93 * 35,28 * 44,38
Cal + 60 49,50 * 10,53 * 77,65 * 37,23 * 44,60 *
Ana + 30 51,75 * 11,01 * 88,58 * 42,05 * 40,35
Ana + 60 52,25 * 10,63 * 69,80 * 35,13 * 46,93 *
Riz + Azo + 30 51,50 * 10,80 * 101,60* 49,48 * 45,45 *
Riz + Azo + 60 55,50 * 10,85 * 96,63 * 44,08 * 41,58
Riz + Cal + 30 57,00 11,60 * 82,95 * 39,68 * 44,10
Riz + Cal + 60 57,20 11,93 * 100,55* 46,58 * 42,80
Riz + Ana + 30 58,25 10,90 * 101,48* 49,05* 44,80 *
Riz + Ana + 60 59,25 10,75 * 101,85* 48,38 * 44,63 *
Azo + Cal + 30 58,00 11,40 * 89,43 * 40,70 * 46,65 *
Azo + Cal + 60 58,10 11,98 * 98,00 * 46,33 * 43,33
Azo + Ana + 30 59,25 11,63 * 99,89 * 48,25 * 44,23
Azo + Ana + 60 56,25 * 10,15 76,80 * 37,60 * 50,88 *



Riz + Azo + Cal + 30
Riz + Azo + Cal + 60
Riz + Azo + Ana + 30

Riz + Azo + Ana + 60

55,50 *
57,00
62,00
62,25

11,50 *
11,23 *
11,05 *
11,83 *

11545 *
70,98 *
116,75 *
82,15*

53,30 *
37,48 *
56,70 *
39,98 *
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47,93 *
45,98 *
48,23 *
50,25 *

Onde Riz (Rhizobium), Ab (Azospirillum brasilense), Cb (Calothrix brevissima) e Ac (Anabaena
cylindrica). *- significativo a 5% pelo teste de Dunnet.

Tabela 19. Contrastes entre médias dos tratamentos inoculados e coinoculados com
Rhizobium, A. brasilense e cianobactérias associados a duas doses de N em
cobertura em comparagao ao tratamento controle (sem inoculacdo e sem adubacéo)
para numero de vagem por planta (NVP), nimero de grao por vagem (NGV), massa
de mil grdos (MMG) e produtividade de gréos (PG) na 12 época de semeadura do
feijdo comum, Londrina-PR, 2019.

NVP NGV MMG PG
Tratamento, N (kg ha™) %) (9) (kg ha™)
Controle 13,25 5,43 217,40 2170
N-mineral + 30 14,98 5,75 216,10 2819
N-mineral + 60 15,15 5,63 231,45 2700
Riz + 30 13,35 6,10 216,43 2970
Riz + 60 15,25 5,80 214,38 2711
Azo + 30 16,85 5,40 217,03 2670
Azo + 60 14,23 5,53 219,25 2159
Cal + 30 15,03 5,76 212,53 3000
Cal + 60 15,83 5,60 210,73 2907
Ana + 30 16,50 5,60 220,73 2648
Ana + 60 14,90 5,30 221,73 3033
Riz + Azo + 30 17,40 5,33 216,25 3204
Riz + Azo + 60 19,18 * 5,78 212,43 2252
Riz + Cal + 30 16,13 5,68 215,28 3256
Riz + Cal + 60 16,83 5,35 217,65 2596
Riz + Ana + 30 15,93 6,23 216,78 2665
Riz + Ana + 60 17,40 6,18 210,70 2815
Azo + Cal + 30 18,13 5,63 211,65 2511
Azo + Cal + 60 15,18 5,30 212,75 2344
Azo + Ana + 30 15,53 5,65 217,70 2685
Azo + Ana + 60 16,55 5,78 220,05 2678
Riz + Azo + Cal + 30 14,98 5,10 219,78 2294
Riz + Azo + Cal + 60 16,53 6,05 224,95 3009
Riz + Azo + Ana + 30 16,05 6,00 212,88 3163
Riz + Azo + Ana + 60 22,05 * 6,03 211,80 2959

Onde Riz (Rhizobium), Ab (Azospirillum brasilense), Cb (Calothrix brevissima) e Ac (Anabaena
cylindrica). *- significativo a 5% pelo teste de Dunnet.
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Na 22 época de semeadura do feijdo comum verificaram-se incrementos de
produtividade de gréos para a coinoculagéo com Riz + Cal + 60 kg N ha™ (688 kg ha’
! de grdos de feijoeiro), Riz + Ana + 60 kg N ha™ (507 kg ha™ de gréos) e Azo + Cal
+ 60 kg N ha™ (456 kg ha™ de gréos), em relacdo ao controle (Tabela 20). Na 12
época, ganhos acima de 700 kg foram observados com a inoculacéo de A. cylindrica
+ 60 kg N ha™ (830 kg ha™ de gréos), C. brevissima + 30 e 60 kg N ha™ (830 e 737
kg ha™ de gréos, respectivamente), Rhizobium + 30 kg N ha* (800 kg ha* de gréos),
e coinoculacdo com Riz + Cal + 30 k kg N ha (1085 kg ha™ de gréos), Riz + Azo +
Ana + 30 e 60 kg N ha™* (993 e 788 kg ha™ de grdos, respectivamente) e Riz + Ana +
Cal + 60 kg N ha* (839 kg ha™ de graos), em relacédo ao controle.

Tabela 20. Incremento de produtividade do feijdo comum inoculado e coinoculado
com Rhizobium, A. brasilense e Cianobactérias associados a duas doses de N em
cobertura em relacdo ao tratamento controle, em duas épocas de semeadura,
Londrina-PR, 2019.

12 Epoca 22 Epoca
Inoculacao Doses de N 1 Increme_?to 1 Incremento
(kg ha™) (kg ha™) (kg ha™) (kg ha)
Controle 0 2170 - 2792 -
30 2819 648 2649 -142
N-mineral
60 2700 530 2843 51
R 30 2970 800 2849 57
iz
60 2711 541 3010 218
30 2670 500 2933 141
Azo
60 2159 -11 2521 -270
Cal 30 3000 830 2622 -169
a
60 2907 737 2599 -192
30 2648 478 2944 153
Ana
60 3033 863 2926 134
) 30 3204 1033 3126 335
Riz + Azo
60 2252 81 3080 288
) 30 3256 1085 2954 162
Riz + Cal
60 2596 426 3479 688
) 30 2665 494 2780 -12
Riz + Ana
60 2815 644 3298 507
30 2511 341 2815 24
Azo + Cal
60 2344 174 3247 456

Azo + Ana 30 2685 515 3053 261
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60 2678 507 2965 173
30 2294 124 2914 122
Riz + Azo + Cal
60 3009 839 2914 122
) 30 3163 993 3114 322
Riz + Azo + Ana
60 2959 789 2763 -29

Onde Riz (Rhizobium), Ab (Azospirillum brasilense), Cb (Calothrix brevissima) e Ac (Anabaena
cylindrica).

O incremento das produtividades alcancadas com a inoculagdo e
coinoculagdo das estirpes de rizébio (R. tropici + R. freire), A. brasilense, A.
cylindrica e C. brevissima demonstrou o potencial dessa pratica a producéo do feijao
comum com maior destaque na 12 época de semeadura. Na natureza, muitos
microrganismos coexistem no ambiente, havendo vérios tipos de interacfes
microbianas conhecidas, como antagonismo, competicdo e simbiose. Estes
resultados podem ser atribuidos também a outros fatores que ndo somente a
producdo de substancias promotoras do crescimento, tais como a capacidade de
tolerar certos tipos de patdgenos, solos com teores téxicos de varios elementos,
sendo nutrientes ou ndo (FUKAMI et al., 2018), alteracdo da atividade metabdlica
através de efeitos nas membranas celulares (BASHAN et al., 2004; PALACIOS et
al., 2018), aumento da tolerancia da planta contra estresses ambientais, além de
solubilizacédo de fosfatos e até mesmo com a fixacdo bioldgica de N (GRAY; SMITH,
2005).

Em contrapartida, vale ressaltar que dependendo da forma com que as
bactérias promotoras do crescimento séo adicionadas ao cultivo, sua eficiéncia pode
ser prejudicada, muitas vezes por estarem associadas livremente a planta (rizosfera
elou interior dos tecidos vegetais), o que as tornam vulneraveis a mudancas
ambientais (GYANESHWAR et al.,, 2002), bem como a relagdo entre gendtipo e
estirpe (REIS et al., 2000; INIGUEZ et al., 2004).

Por outro lado, o fornecimento de N via adubacdo mineral de cobertura
geralmente esta associado as maiores produtividades (PICAZEVICZ et al., 2017).
Conforme pode ser observado no presente estudo, juntamente com a coinoculagéao
de rizébio com A. brasilense e cianobactérias, a aplicacdo de 30 e 60 kg N ha™ via
fertilizante mineral potencializou o aumento da produtividade do feijdo. Além dos
beneficios do N citados anteriormente, a resposta proporcionada pela adubacéo

nitrogenada no desenvolvimento das plantas como um todo pode também estar



120

associada ao fato do N estar diretamente relacionado ao processo de crescimento
vegetal, participando da constituicdo de varios compostos do metabolismo, como
proteinas, enzimas e coenzimas, acidos nucleicos, fitocromos e pigmentos
fotossintéticos (BULL, 1993). Concomitante a este fato, o N ainda beneficia o
crescimento do sistema radicular, proporcionando a planta, maior capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes (RAO et al., 1992).

O uso de cianobactérias como biofertilizantes € uma pratica bem conhecida
nas lavouras, principalmente no cultivo do arroz (RENUKA et al., 2018). Portanto,
pesquisas envolvendo a inoculacdo de cianobactérias em leguminosas sé&o
promissoras e ha resultados que mostram efeitos positivos dessa inoculacao,
principalmente quando associados a bactérias promotoras de crescimento de
plantas e fixadoras de N. Andrade et al. (2014) relataram que a coinoculacdo de
cepas de cianobactérias (IPR-7061 e IPR-7059) com R. tropici (SEMIA 4077 =
CIAT899) no feijoeiro, com Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079) na soja
(Glycine max (L.) Merril), ou com Bradyrhizobium sp. (SEMIA 6144) em amendoim
(Arachis hypogaea) aumentou o numero de nédulos, o peso dos nddulos e a
producdo de graos em plantas em experimentos de campo. Horacio et al. (2020),
avaliando a coinoculacdo com rizébio (R. tropici + R. freire), Azospirillum e
cianobactérias da espécie A. cylindrica em feijdo comum, observaram maior nimero
de gréos por planta, peso de cem grédos e peso de graos por planta, em condi¢cdes
de casa de vegetacao. Pacheco et al. (2020), avaliando diferencas na contribuicdo
da fixacdo biolégica de nitrogénio para o desempenho produtivo de cultivares de
feijdo pela técnica de abundancia natural *°N, observaram que as plantas de feijoeiro
dependentes de FBN foram capazes de alcancar altas produtividades, muito
préximas as plantas supridas com alta taxa de N-fertilizante, na dose de 90 kg N ha
! usando a ureia).

A coinoculagdo de rizébio com A. brasilense e outros
microrganismos € uma das maiores fronteiras da tecnologia e talvez seja a
principal area para futuras aplicacdes em grandes culturas (PALACIOS et al., 2018).
Esta pratica vem como mais uma ferramenta a ser utilizada para potencializar os
efeitos dos fertilizantes e respostas das plantas a eles ou mesmo em reduzir os
custos com fertilizantes no sistema produtivo.

Resultados obtidos nesta pesquisa demostraram beneficios da coinoculacao

das cianobactérias A. cylindrica, C. brevissima com rizébio e A. brasilense, com
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maior destaque a dose de 30 kg N ha™ em cobertura para o incremento da
produtividade do feijao, principalmente na 12 época de semeadura do feijao. Porém,
novos estudos sdo necessarios tendo em conta as condicbes ambientais de cultivo,
experimentos com outras cultivares, estirpes de rizobio e doses crescentes da
adubacao nitrogenada em cobertura, para avaliar o potencial das cianobactérias
associadas ou de forma isolada.
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5.1 CONCLUSAO

A 12 época de semeadura apresentou maior crescimento e desenvolvimento
das plantas de feijdo quando coinoculadas, contribuindo para aumentos acima de
700 kg ha™ de gréos nos tratamentos em coinoculacdo de Riz + Cal + 30 kg N ha™
(1085 kg ha™ de grdos), Riz + Azo + Ana + 30 e 60 kg N ha™ (993 e 788 kg ha* de
gréos, respectivamente) e Riz + Ana + Cal + 60 kg N ha™ (839 kg ha™ de gréos) em
comparacao ao tratamento controle. Ja na segunda safra observaram-se ganhos
menores com a coinoculacéo de Riz + Cal + 60 kg N ha™ (688 kg ha™ de gréos), Riz
+ Ana + 60 kg N ha™ (506,7 kg ha* de grdos) e Azo + Cal + 60 kg ha™* (com 456 kg
ha* de gréos).

A associacdo de rizébio, A. brasilense e cianobactérias com as doses de N
utilizadas em cobertura mostrou-se pratica agrondmica eficiente para o feijoeiro em

condicdes tropicais.
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5.2. CONCLUSOES GERAIS

As carateristicas avaliadas na cultura do milho ndo foram alteradas pela
interacdo entre doses de nitrogénio vs. safra agricola vs. inoculagdo, demonstrando
que dependendo da safra, as doses de N nao interferem na atuacdo das
cianobactérias.

A coinoculacéo de A. brasilense + A. cylindrica + C. brevissima associadas a
25, 50 e 100 kg ha™* de N em cobertura favoreceu o desenvolvimento e desempenho
produtivo do milho, com incrementos de 1647; 2284 e 1625 kg de grdos de milho,
respetivamente, quando comparado ao tratamento ndo adubado e néo inoculado, na
safra de 2017/2018.

As massas seca total e massa seca foliar foram alteradas pela interacao
tripla entre doses de N em cobertura vs. épocas de semeadura vs. inoculagao,
demonstrando que dependendo de cada época de semeadura, as doses de N
interferem na atuacdo das cianobactérias. As restantes carateristicas avaliadas ndo
foram influenciadas pela interacéo tripla.

Para o feijoeiro, a inoculacdo com as duas cianobactérias A. cylindrica e C.
brevissima favoreceram o crescimento da planta e incrementos na produtividade de
graos, principalmente em feijdo cultivado na primeira época de semeadura, devido
ao efeito dos restos da palha de feijdo mantidos na mesma area, apos a colheita da
22 época.

No entanto, o uso das cianobactérias como inoculantes pode ser uma
alternativa viavel para um manejo mais sustentavel e equilibrado sem diminuir os
niveis de producéo e tecnoldgicos ja avancados no milho e no feijao comum.

Assim, torna-se necessario estabelecer mais pesquisas utilizando
cianobactérias como inoculante nas cultivares do milho e do feijao comum, com
diferentes doses de N em cobertura e em diferentes condi¢des edafoclimaticas, para
geracao de tecnologias eficientes que possam ser recomendadas de acordo com as

diferentes regides, favorecendo tanto o pequeno quanto o grande produtor.
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