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RESUMO

Os sistemas de agricultura organica tém os nutrientes fornecidos por bioinoculantes
de subprodutos de plantas de animais e produtos a base de composto, como
compostos de minhoca de adubos verdes. No entanto os parametros quantitativos e
qualitativos das correcdes do solo dependem de suas fontes de onde geralmente ndo
sao suficientes para suprir as necessidades nutricionais das culturas de milho, e o
milho especial requer altos niveis de nitrogénio (N). O presente trabalho teve como
objetivo investigar variedades especiais de milho fornecidas com inoculantes
microbianos aplicados em dois métodos de inoculacédo. Esses tratamentos fatoriais
foram comparados com suas testemunhas (variedades sem inoculagao), e investigou-
se a interacdo entre esses fatores. Os ensaios foram realizados durante a safra
2017/2018 na Universidade Estadual de Maringa. O experimento com milho pipoca
seguiu o delineamento de blocos casualizados onde o fatorial 3 x 2 x 2 + 3 com cinco
repeticdes. O ensaio com milho canjica seguiu o fatorial 2 x 2 + 2 com trés repeticdes.
Ambos ensaios tiveram variedades de milho e duas espécies de inoculantes
microbianos (Azospirillum brasilense e Methylobacterium sp) aplicados em dois
métodos de inoculacdo (semente e pulverizacdo foliar no estadio V4 de
desenvolvimento da planta). As caracteristicas de resposta foram a produtividade de
graos e os componentes da cultura. Em ambos os ensaios, verificamos que a maioria
das interacbes entre os fatores foi n&o significativa (p>0,05), indicando a
independéncia dos mesmos. Além disso, os inoculantes microbianos nao tiveram
efeitos benéficos sobre as caracteristicas. A possibilidade de maior produtividade da
cultura ndo confirmou a aplicacdo do inoculante no estadio V4. O composto organico
pode ser o ponto chave para os tratamentos com inoculantes microbianos devido a
disponibilidade de N nos primeiros estagios de desenvolvimento da planta. As
caracteristicas também sugerem a necessidade de outros estudos sobre a influéncia
de inoculantes microbianos na producédo de milho especial.

Palavras Chave: agricultura organica, variedades de milho, bioinoculantes.



ABSTRACT

Organic agriculture systems have the nutrients supplied by plant or animal by-products
bioinoculants, and compost-based products as earthworm composts and green
manures. However, the quantitative and qualitative parameters of soil amendments
depend on their sources from where they are generally not sufficient to supply the
nutritional requirements of the maize crops, and specialty maize requires high levels
of nitrogen (N). Thus, the current had the aim of investigating specialty maize varieties
supplied with microbial inoculants at applied in two inoculation methods. These
factorial treatments were compared with their checks (varieties without inoculation),
and we also investigate the interaction among these factors. The trials were carried
out during the growing season 2017/18 in the State University of Maringa. The popcorn
trial followed the randomized complete blocks design where the factorial 3 x 2 x 2 + 3
had five replications. The trial with white grits maize followed the same experimental
design but the factorial scheme was 2 x 2 x 2 + 2 with three replications. Both trials
had maize varieties and two species of microbial inoculants (Azospirillum brasilense
and Methylobacterium sp.) applied in two inoculation methods (in the seeds and the
foliar spray at V4 stage of plant development). The response traits were grain yield and
the components of crop production. In both trials, we verified that the majority of the
interactions among the factors were non-significant (p>0.05), indicating the
independence of them. Furthermore, the microbial inoculants had no beneficial effects
on the traits. The possibility of higher crop yield did not confirm the application of the
inoculant in the stage V4. The organic compost may be the key point mitigating the
treatments with microbial inoculants because of the availability of N in the first stages
of the plant development. The traits also suggest the necessity of more trials about the
influence of microbial inoculants on specialty maize production.

Keywords: green agriculture, varieties maize, bioinoculants.
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1. INTRODUCAO GERAL

O milho é o cereal mais produzido no mundo, cuja estimativa de producéao foi
de 1,10 bilhdes de toneladas na safra de 2019/2020 (USDA, 2019). Os maiores
produtores mundiais de milho, segundo o levantamento do USDA (2019), sdo os
Estados Unidos, a China e o Brasil, sendo que o Brasil apresentou uma estimativa de
producdo de 98.389,9 mil toneladas de graos de milho, para a safra 2019/2020, em
uma area total cultivada de 17.537 mil hectares (CONAB, 2019).

Diversas sdo as variedades de milho cultivadas no Brasil. Dentre elas
destacam-se o milho pipoca (Zea mays everta) e o milho canjica (Zea mays
saccharata), ambos de extrema importancia econémica. Esses tipos de milho sdo
conhecidos como “milhos especiais” e apresentam ampla aceitacdo nos mercados. O
milho-pipoca € visto como uma cultura de elevada rentabilidade, garantindo altos
ganhos econémicos nos multiplos ramos da cadeia produtiva (RANGEL et al., 2011).
Ao passo que o milho canjica é obtido por moagem a seco (GONCALVES et al., 2003)
e sua producéo, geralmente de graos de coloragdo branca, é utilizada na alimentacéo
humana e animal (SOUZA et al., 2009).

Visando a produtividade e o aumento nutricional, o nitrogénio (N) vem sendo
uma fonte bastante utilizada no desenvolvimento de culturas ndo leguminosas, pois é
0 nutriente mais absorvido e extraido da cultura de milho (Sousa & Lobato, 2004). Na
Agricultura organica, prioriza-se 0 ndo uso de produtos quimicos, com isso a fonte de
nitrogénio necessaria para o desenvolvimento das culturas necessita de uma
alteracao, principalmente no caso das gramineas.

O milho orgéanico podera, a médio e longo prazo, atingir tanto o mercado
nacional quanto internacional de produtos organicos certificados. Para isto tornar-se
realidade, ha a necessidade de maior producdo de milho no sistema orgéanico com a
conversdo de médias e até de grandes propriedades para este sistema produtivo (LIU
et al., 2013).

Como alternativa para suprir a demanda de Nitrogénio na planta, utilizam-se
varios fertilizantes sintéticos, principalmente os de facil absor¢cdo, como a ureia.
Entretanto, esses fertilizantes ndo apresentam um resultado satisfatorio para as
plantas. Silva et al. (2009), relataram que a ureia tem aproveitamento de 42% a 49%
devido as perdas de N para o ambiente, as quais podem ocorrer por imobilizagéo
microbiana (SOUSA & LOBATO, 2004).



Umas das alternativas para reducdo do consumo de fertilizantes sintéticos,
pela cultura do milho, sdo as bactérias diazotréficas e as bactérias endofiticas (essas,
até entdo, pouco conhecidas), as quais sdo capazes de fixar o N atmosférico e
disponibiliza-lo para as plantas, por meio de uma associacdo simbidtica, em que
ocorre a colonizacdo da rizosfera pelas bactérias e ndo ha penetracdo delas nos
tecidos radiculares (PANDOLFO et al., 2015).

O uso de inoculantes, em cultivo organico, vem se destacando, pois, estes
produtos além de fixar o nitrogénio, também contribuem para o desenvolvimento
vegetal por meio dessas bactérias que promovem o crescimento das plantas (BPCP).
Em contato com o N2 (gasoso), presentes nos espagos porosos do solo, as BPCP
realizam a quebra de moléculas, por enzimas, caracterizando a fixag&do biolégica de
nitrogénio (HUNGRIA, 2011).

Entre os géneros capazes de se associar as raizes de gramineas estdo o
Azospirillum e o Metyilobacterium. As bactérias do género Azospirillum possuem uma
eficiéncia quanto a fixacdo bioldgica de N até 78% maior que outros géneros
encontrados juntos as raizes desse grupo de plantas (KUSS et al., 2007). Enquanto
gue as bactérias do género Metyilobacterium sdo descritas na literatura como
promotoras de crescimento vegetal e fixadoras de N2 (BENT e CHANWAY, 1998).

Héa relatos de que produtores de milho geralmente inoculam a bactéria
diretamente na semente, ou por aplicacdo em sulco de semeadura, dentre esses, a
sua utilizacdo no sulco demonstra ser mais viavel (ZILLI et al., 2010). Nesse contexto,
este estudo teve como objetivo analisar a interacdo dos inoculantes com as
variedades de milho pipoca e canjica em diferentes épocas de aplicacdo, visando

possibilitar ao agricultor uma maior produtividade no sistema de cultivo organico.



CAPITULO 1

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Agroecologia

A agroecologia, mais do que simplesmente tratar sobre o manejo
ecologicamente responsavel dos recursos naturais, constitui-se em um campo do
conhecimento cientifico que, partindo de um enfoque holistico e de uma abordagem
sistémica, pretende contribuir para que as sociedades possam redirecionar 0 curso
alterado da coo evolucao social e ecoldgica, nas suas multiplas inter-relacdes e mutua
influéncia (CAPORAL et al., 2006).

Para Altieri (2001), a agricultura organica tem como objetivo de estabelecer
relacBes ecoldgicas e o sinergismo biolégico em ambientes agricolas complexos
favorecendo a fertilidade do solo e elevando ao méaximo a produtividade e a protecdo
das culturas. Diante deste conceito simplista de que a agricultura organica € somente
aguela que ndo utiliza produtos quimicos sintéticos e o substitui por produtos naturais
(ASSIS et al., 1995).

O desafio, segundo Altieri et al., (1996) é realizar um manejo que aumente a
populacdo de organismos que melhorem o0s processos biolégicos no ambiente
agricola, enquadrando-se na ideia de Hess (1980) de que a natureza é completa e
complexa e que o homem deve integra-la harmoniosamente e néo a tratar como se
fosse um espoliador ou dono.

Ao possibilitar varios beneficios a agricultura organica representa 84,4 % das
propriedades rurais brasileiras. Mas apenas 24,3% das areas agricolas utilizam a mao
de obra familiar, pois apresentam poucos recursos para compra de insumos externos,
além da tradicdo de reservarem sementes para o proximo plantio (FRANCA et al.,
2009).

Os consumidores, por sua vez, estdo se tornando mais conscientes, buscando
produtos mais saudaveis e de qualidade, gerando uma forte demanda por organicos.

O milho € um cereal utilizado tanto na alimentacdo humana, na forma de 0leo,

farinhas e gréos verdes, como na alimentacdo animal. A importancia do milho na



alimentacéo animal é grande, pois cerca de 80% da producédo é utilizada nas cadeias
de producdo de carnes, ovos e leite, como componente energético de racdes e
silagens.

Na cadeia produtiva de milho no Brasil, estima-se que o milho organico
represente apenas 0,03% da producdo nacional desse cereal na safra 2015/2016,
segundo o IBD CertificagBes. O 12° levantamento da safra brasileira de gréos liberado
pela Companhia Nacional de Abastecimento — Conabl, em setembro de 2016,
registrou a producéo de 66,9 milhdes de toneladas de milho na safra 2015/2016.
Portanto, a producédo estimada de milho organico é de cerca de 20 mil toneladas
(CONAB, 2016).

O milho produzido organicamente € um produto diferenciado e apresenta
caracteristicas quimicas distintas quando comparadas ao milho convencional.
Geralmente, os teores de [-caroteno sdo maiores e conferem uma cor mais
avermelhada, além de maiores teores de proteinas, lipideos, cinzas e fibras e menor
teor de carboidratos. As espigas de milho verde apresentam menor teor de acidez e
menores valores de carboidratos redutores e amido (KOKUSKA, 2005).

2.2. Cultura do milho

O milho é provavelmente originario do México, cujo sitio Arqueoldgico mais
antigo que foi encontrado este cereal, situa- se no Vale de Tehuacan com cerca de
7.000 anos de idade. A inflorescéncia fémea deste milho com idade de mais de 5.000
anos antes de Cristo tinha um elevado grau de especializacdo o que exclui a
possibilidade de serem disseminadas suas sementes por via natural, portanto o milho
mais antigo que se tem noticia/registro ja dependia de humanos para sua
sobrevivéncia (BENSON e PEARCE, 2003)

Pertencente a espécie Zea mays L., familia Poaceae, subfamilia Panicoideae,
tribo Maydeae, género Zea. Este apresenta aproximadamente 100% de fecundacédo
cruzada, sendo uma cultura aldgama (PATERNIANI e CAMPOS, 2005).

Para Paterniani e Goodman (1977) a grande diversidade genética encontrada
na espécie de Zea mays L., sem duvida pode ser considerada um exemplo de
evolugédo, uma vez que corresponde a mudancgas nas frequentes genicas ao longo

das geracoes. Os fatores que contribuem para estas mudancas sao selecao, mutacao,



oscilacdo genética, migracdo e hibridacdo. Provavelmente todos os fatores
desempenham papel maior ou menor no desenvolvimento do milho.

Sendo a espécie comercial mais importante, com origem nas Ameéricas sendo
atualmente politipica. Trata-se de uma cultura completamente disseminada por todo
o mundo, apresentando racas e variedades especificas, adaptadas as distintas
condi¢cBes econdmicas (PATERNIANI e CAMPOS, 1999).

A cultura do milho possui importancia expressiva no cenario agricola mundial,
dada a extenséo de suas areas cultivadas, por suas inumeras formas de utilizagédo e
por seu grande papel sécio econdmico (GALVAO et al., 2014).

Segundo dados da FAO (Food Agriculture Organization), o milho € o cereal
mais produzido no mundo, com estimativa de producdo de 1.011,07 bilh&o de
toneladas para o ano agricola de 2016/2017 (FAO, 2016).

O Brasil produz anualmente 83.817,9 mil toneladas de graos de milho em uma
area cultivada de 15.922,5 mil hectares, considerado o segundo grao mais cultivado
no territério brasileiro, além de ocupar posicdo de destaque no cenario internacional
como o terceiro maior produtor mundial, superado apenas pelos Estados Unidos da
América e China (CONAB, 2016).

Dentre os maiores produtores de milho no mundo, podemos citar os Estados
Unidos, China, em terceiro lugar, Brasil. No pais, a producéo agricola é amplamente
difundida, podendo haver diferencas de regido para regido, dando destaque as
regibes Sul, Sudeste e Centro-Oeste que, diante do cenario nacional, destacam-se
como a segunda maior area cultivada de milho, para safra 2017/18 o pais pode chegar
a exportar 34,0 milhdes de toneladas, o que seria um recorde (CONAB, 2017).

O Parana é principal produtor da Regido Sul e o segundo maior do Brasil,
contribuindo com aproximadamente 19% da producédo nacional. Na Safra de 2016/17,
o Parand cultivou uma area de milho total de 2.917,0 mil hectares, na qual obteve uma
producdo de 17.837,8 mil toneladas e produtividade média de 6.115 kg hat. Todavia,
apesar do rendimento médio do Parana ser aproximadamente 13% superior ao
rendimento médio nacional, o mesmo ainda esta muito aquém do potencial produtivo
das cultivares (CONAB, 2016).

Para a safra 2016/17, a Embrapa Milho e Sorgo divulgou a disponibilidade de
315 cultivares de milho, sendo 214 cultivares transgénicas e 101 -cultivares

convencionais. Para usos especiais como canjica, pipoca, doce e para a industria de



amido, o agricultor devera verificar outras caracteristicas que atendam as exigéncias
do consumidor ou da industria processador.

O cultivo de milho tradicional € uma alternativa muito viavel para a agricultura
familiar, principalmente por ndo acessar as tecnologias recomendadas pelo
agronegocio. Porém, alguns produtores familiares ainda utilizam sementes hibridas,
reduzindo o lucro final, além de necessitarem de altas entradas de capital para o seu
desempenho maximo aumentando ainda mais a dependéncia do agricultor com as

empresas “proprietarias” desses pacotes tecnologicos (ABREU et al., 2007).

2.3. Milho pipoca

2.3.1. Origem e Caracteristicas

A origem do milho pipoca é americana, mais precisamente do centro sul do
México (DEOBLEY, 1990). Existem trés fortes hipoteses quanto a origem genética do
milho-pipoca:

(1) Goodman e Smith (1987) defendem a existéncia de evidéncias genéticas
e citolégicas que demonstram o parentesco entre o milho-pipoca e teosinte, pois
apresentam facilidade de intercruzamento, originando descendentes geralmente
férteis;

(2) Mangelsdorf et al. (1949) descrevem que o primeiro relato de descoberta
do milho pipoca foi um exemplar com data estimada de 2500 a.C. encontrado no sitio
arqueoldgico de “Bat Cave”, Novo México. Mangelsdorf (1974), avaliando descobertas
arqueoldgicas de doze sitios, localizados no México e no Sudoeste dos Estados
Unidos da América, detectou os milhos mais antigos como precursores das racas
mexicanas de milho-pipoca Chapalote ou Nal-tel, ndo havendo indicativos de que o
teosinte seja o genitor silvestre do milho;

(3) Erwin (1949) acredita que o milho-pipoca foi originado de uma mutacao
do milho comum (tipo duro “flint”). Porém, esta hipotese é pouco admissivel, pois
segundo Zinsly e Machado (1987) a caracteristica de expanséo é condicionada por
varios genes. Paterniani e Viegas (1987) afirmam que nenhuma delas é passivel e
de aceitacao definitiva. O milho-pipoca € uma cultura aldégama, com aproximadamente
100% de fecundacao cruzada (PATERNIANI e CAMPOS, 2005). Quando comparado



ao milho comum, o milho-pipoca apresenta menor produtividade. Isto se deve
principalmente ao fato de a espiga ter grdos menores, a planta possuir menor vigor,
ser mais prolifica, exibir maior incidéncia de pragas e doencgas e portar um menor
namero de folhas.

Além disso, o milho-pipoca produz perfilhos com maior frequéncia, e dispde
de um sistema radicular menos desenvolvido, e sofre maior dano com o ataque de
larvas de diabrética e nematoides, sendo mais suscetivel ao acamamento e a seca
(GOODMAN e SMITH, 1987; ZINSLY e MACHADO, 1987; FANTIN et al., 1991).
Outra caracteristica interessante no milho-pipoca é que geralmente suas plantas sao
super precoces na maturagéo e na secagem dos graos.

Sabe-se que hoje em dia a principal diferenca entre o milho comum e o milho
pipoca é a capacidade de expansdo com o rompimento do pericarpo e a exposicao do
endosperma que acontece quando o grdo de milho pipoca é aquecido em torno de
177°C, sofrendo uma pressédo de 930,8kPa (HOSENEY e ZHANG., 1998).

A capacidade de expansao (CE) dos graos de milho pipoca é a caracteristica
mais importante para o consumidor e, pode ser definida como a relagdo entre o volume
de pipoca e o volume de grédos ou ainda a relacéo entre o volume de pipoca e o0 peso
de grdos (ALEXANDER e CREECH, 1977). Quanto maior a capacidade de expansao,
melhor é a qualidade da pipoca e, portanto, maior o seu valor comercial (MIRANDA et
al., 2003). As variedades nao-melhoradas tém indice de capacidade de expansao
(ICE) entre 8 e 12, sendo 15 o valor minimo recomendado para a comercializagao
(ZINSLY e MACHADO, 1987).

Danos no pericarpo, mesmo superficiais, podem ocasionar no grdao, um
menor suporte de pressao, afetando drasticamente a capacidade de expanséo.

Os gréaos de milho-pipoca podem variar quanto ao tamanho (de 0,5 a 1,0 cm),
formato (redondo, chato ou pontiagudo) e coloragdao (branca, amarela, alaranjada,
rosa, creme, vermelha, roxa, preta ou azul), sendo as cores branca e amarela as mais
comuns. Os gréos de formato arredondado do tipo pérola, com endosperma amarelo
alaranjado, sdo os que possuem maior aceitacdo comercial (ZINSLY e MACHADO,
1987; ZIEGLER e ASHMAN, 1994).



2.3.2. Aspectos Econémicos

O Brasil € o segundo maior produtor de pipoca, a cultura é de grande
importancia na economia do pais, havendo a necessidade de producdo de novos
hibridos que retnam caracteristicas agrondmicas desejaveis ao produtor e ao
consumidor, uma vez que a demanda € crescente e o cultivo é rentavel.

Entre os nomeados “milhos especiais” com ampla aceitagdo nos mercados
consumidores, o milho-pipoca é visto como uma cultura de elevada rentabilidade,
garantindo altos ganhos econémicos nos mdultiplos ramos da cadeia produtiva
(RANGEL et al., 2011). O grao de milho-pipoca possui em sua composi¢cdo uma fracao
rica em lipidios e amido. Além de proteinas, fibras e vitaminas do complexo B, tem
grande potencial calorico, sendo, portanto, rico em agucares e gorduras (SAWAZAKI
et al., 1986). Seu consumo pode trazer inUmeros beneficios a saude.

Atualmente, apenas 75 cultivares de milho-pipoca estdo registradas no
Registro Nacional de Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Cerca de 81% destas foi desenvolvida por empresas
empacotadoras de milho-pipoca (MAPA, 2016), que colocam acesso restrito de uso
com os produtores parceiros. Tal fato impede seu uso por pequenos produtores,
sendo necessario, assim, o desenvolvimento de novas cultivares por instituicbes
publicas.

Apesar de poucas informacfes oficiais sobre o mercado de milho-pipoca,
tanto no Brasil como no mundo, sabe-se que o estado do Mato Grosso é o maior
produtor de milho pipoca do pais, sendo responsavel por 80% da producao nacional.

De acordo com informacdes coletadas junto a integrantes da cadeia produtiva
no ano de 2017, este estado aumentou 266% da sua producao quando comparado ao
ano de 2016. Na safra atual foram colhidas 303,722 mil toneladas, ante 82,975 mil (t)
em 2016. A maior parte da area plantada é concentrada no municipio de Campo Novo
do Parecis (IBGE, 2017).



2.4. Milho canjica

2.4.1. Origens e caracteristicas

Um dos cereais mais cultivados no mundo, o milho, ocupa o segundo lugar
perdendo apenas para o trigo. No Brasil, a cultura do milho, predomina em é&rea
cultivada e ocupacao de méao obra, sendo de extrema importancia para a economia
brasileira, assim como o milho pipoca, o milho verde e o mini-milho, o milho canjica
representa um nicho especifico de mercado e é tido como uma alternativa de lucro
para o agricultor.

Hoje em dia a canjica € um dos noventa derivados de milho, obtida por
moagem a seco (GONCALVES et al., 2003). A producdo de canjica € o uso mais
frequente do milho branco, seja para alimentacdo humana ou para alimentacéo animal
(SOUZA et al., 2009).

A canjica nada mais é do que o grao de milho, do qual o gérmen foi extraido,
tanto de forma total quanto parcial. Todas as outras variacbes, como cor de gréo,
quantidade de pericarpo e tegumento, tamanho do grdo ou do pedaco de gréo
compdem a classificagao da canjica (MAPA, 2016).

Obtém-se o milho canjica por meio do processo de germinagdo, podendo
acontecer por via Umida ou seca ocorrer por via seca. No processo por via umida, o
grdao do milho ap6s o processamento € separado em trés partes: endosperma
(canjica), gérmen (parte do grao que contém o embrido) e pericarpo (pele que envolve
0 gréo). No processamento por via seca, obtém-se a canijica e o farelo, este constituido
principalmente pelo gérmen e pericarpo (MAPA, 2016).

A Legislacdo Brasileira para canjica € representa pela Portaria n°® 109 do
Ministério da Agricultura, publicada no Diario Oficial da Unido em 28 de fevereiro de
1989. Embora a Lei n° 6.305, de 15 de dezembro de 1975, que amparava esta
Portaria, tenha sido revogada pela Lei N° 9972, de 25 de maio de 2000, a
regulamentacdo da canjica em questdo ainda é vigente.

Sabe-se que no Brasil a disponibilidade e recomendacéo de cultivares de
milho branco para a producao de canjica é pequena, além da pouca quantidade de
cultivares no mercado, a producdo cientifica de trabalhos com milho branco
enfatizando a producdo de canjica em cultivo organico é escassa, justificando a

necessidade de mais estudos.
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2.4.2. Aspectos Econémicos

O milho é um produto que ocupa posicdo importante na economia global,
sendo o segundo cereal mais produzido do mundo. A producdo mundial de milho na
safra de 2017/18, é estimada em 991,9 milhdes de toneladas.

Os Estados Unidos é o maior produtor com 361,1 milhdes de toneladas,
seguidos pela China, com 215,5 milhdes de toneladas, em terceiro lugar o Brasil, com
75 milhdes de toneladas (USDA, 2018).

Dessa producéo brasileira, ndo existem dados oficiais referentes ao milho
branco. Segundo dados da EMBRAPA (2015), dentre 467 cultivares menos de 1% de
cultivares de milho branco foram disponibilizadas para a safra 2014/15, representado
pelas cultivares IPR 119, IPR 127, RS 21, Al Bianco e BR 451. A agroindustria
responsavel pela transformacéo do milho em diversos derivados utiliza o milho branco
como fonte de matéria-prima para a industria de alimentos.).

A semente de milho é, dentre todas as tecnologias agricolas hoje empregadas
no cultivo, a que mais se desenvolveu nos ultimos tempos. Com 0s avancos da
biotecnologia, houve grande impacto para a produ¢éo de milho no Brasil o que permite
a sua flexibilidade de cultivo nas mais diferentes regides e condi¢des de clima e solo.
Os avancos tecnologicos envolvem além do potencial genético visando produtividade
(CONAB,2018).

Na Regido Sul, maior produtora de milho primeira safra do pais, a cultura
apresentou a maior reducao percentual na area plantada (19,6%), estimada agora em
1.377,4 mil hectares, contra os 1.712,9 mil hectares da safra passada. Com
produtividades impactadas pela reducdo das precipitacdes, a producdo deve atingir
10,3 milhdes de toneladas, queda de 26,6%. No Parana, a colheita da safra
2017/2018 ja concluida. A producdo chegou a 2,9 milhdes de toneladas. O clima
ameno durante o verdao, com noites mais frias, foi um dos principais motivos para o
bom desempenho da cultura, que apresentou rendimento de 8.748 kg/ha, na média
(CONAB,2018).
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2.5. Inoculantes

Os inoculantes séao produtos biolégicos compostos por bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP).

Esses microrganismos ao entrarem em contato com o N2 (gasoso) presente
nos espacos porosos do solo realizam a quebra das moléculas N=N pela enzima
dinitrogenase e o reduz a amonia, caracterizando-se a fixac&o biolégica de nitrogénio
e ainda podendo estimular o crescimento das plantas por diversos mecanismos como
a produgcdo hormodnios como a auxina, giberilina (DOBBELAERE et al.,, 1999;
LAMBRECHT et al.,, 2000; RADWAN et al., 2002), citocininas (TIEN et al., 1979),
etileno (STRZELCZYK et al., 1994).

A inoculacdo permite a reducdo de custos agricolas e em casos como na
agricultura familiar, em que os rendimentos sdo menores, pode-se nos melhores
casos substituir totalmente os fertilizantes nitrogenados, sendo adequado 0 seu uso

na agricultura organica.

2.5.1. Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Entre os microrganismos que habitam a rizosfera, um grupo heterogéneo de
espécies bacterianas, conhecidas como bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV), sdo capazes de promover o crescimento de raizes e parte aérea das plantas
(HARTMANN et al., 2009; HUNGRIA et al., 2010).0 termo BPCV foi utilizado pela
primeira vez no final da década de 70 (KLOEPPER e SCHROTH, 1979), e, desde
entdo, tem sido crescente o emprego destas bactérias em pesquisas visando a
interacdo planta-microrganismos (VESSEY, 2003; BABALOLA, 2010). Atualmente as
BPCV sao chamadas de biofertilizadores, mesmo ndo havendo uma definigcdo exata,
mas 0 mesmo refere-se ao uso de microrganismos com 0 objetivo de aumentar a
disponibilidade e captacdo de nutrientes minerais pelas plantas (VESSEY, 2003;
BHATTACHARJEE et al., 2008; BABALOLA, 2010).

A grande maioria das BPCV sédo Gram-negativas e promovem diretamente o
crescimento pela producdo e liberagdo de hormdnios vegetais, aumento da
nitratoredutase, producédo de acido cianidrico, mineralizacdo de nutrientes, fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN), solubilizagdo de fosfatos inorgénicos, entre outros
(CONN et al., 1997; GLICK e BASHAN, 1997; SPAEPEN et al., 2009). Além dos
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efeitos diretos, as BPCV beneficiam as plantas por meio de efeitos indiretos,
associados principalmente com a reducdo dos danos causados por fitopatdgenos
(VAN LOON, 2007; WELLER, 2007; SINGH et al., 2013; BASHAN et al., 2014).
Diversos géneros de BPCV apresentam associacdo com diferentes espécies de
importancia agricola, dentre eles: Azospirillum, Arthobacter, Azobacter, Bacillus,
Bradyrhizobium, Burkholderia, Clostridium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum,
Pseudomonas, Rhizobium e Streptomyces(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN,
2000; HUNGRIA et al. 2010; HELMAN et al., 2012; VIDEIRA et al. 2012;).

Dashti et al. (1998), por exemplo, relataram um efeito positivo no aumento do
crescimento das plantas de 5 a 30% em diversas culturas como milho, algodao,
lentilha, canola, e arroz, dentre outros, apds o tratamento com BPCV.

As BPCV responsaveis pela FBN sdo denominadas de diazotroficas, sendo
que estas bactérias codificam a enzima nitrogenase, a qual € um complexo
responsavel por catalisar a conversado do gas N2 em amonia (SANTI et al., 2013).

A utilizacdo mundial de fertilizantes nitrogenados estd na ordem de 113
milhdes de toneladas de N (FAO, 2016). Deste total, estima-se que aproximadamente
65% do N aplicado no solo € perdido do sistema solo-planta através dos processos
de emissao gasosa, escoamento, erosao e lixiviagcdo (BHATTACHARJEE et al., 2008).
Neste contexto, a utilizacdo da fixacao simbidtica de N tem grande impacto no que diz
respeito a nutricdo mineral de plantas como um componente integral do sistema
agricola sustentavel, pois estima-se que a FBN contribua com aproximadamente 70
milhdes de toneladas por ano no mundo (MITTER et al., 2013). Ainda, se 15% das
areas fertilizadas por ureia, adubo a base de N com melhor relacdo custo/beneficio,
fossem substituidas pela utilizacdo de BPCV, seriam economizados cerca de 3,4
bilhdes de délares por safra, além de todos beneficios ambientais derivados da
utilizagcéo destas bactérias (MONTEIRO et al., 2012).

Dessa forma, a interacdo das BPCP com os microrganismos presentes nos
solos e na planta afeta a inoculag&o, o equilibrio ou desequilibrio dessas espécies

podem gerar ganhos ou perdas.
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2.5.2. Género Azospirillum

O género Azospirillum faz parte do grupo de microrganismos procariotos de
vida livre, pertencente ao Reino Monera na subdivisdo a Proteobacteria, na qual se
encontram a maioria das bactérias Gram-negativas de formato vibrio ou espirilo. Sao
bactérias diazotréficas de vida livre, que podem estar associadas a rizosfera das
plantas, caracterizando uma colonizacdo externa, ou associadas de forma endofitica,
qgquando penetram nos espacos intercelulares das raizes (VAN DOMMELEN e
VANDERLEYDEN, 2007).

Atualmente, 18 espécies de Azospirillum ja foram identificadas: A. brasilense
e A. lipoferum (TARRAND et al., 1978), A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983),
A. irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), A.
largimobile (SLY E STACKEBRANDT, 1999), A. doebereinerae (ECKERT et al.,
2001), A. oryzae (XIE E YOKOTA, 2005), A. melinis (PENG et al., 2006), A.
canadense (MEHNAZ et al., 2007A), A. zeae (MEHNAZ et al., 2007B), A. rugosum
(YOUNG et al., 2008), A. picis (LIN et al., 2009), A. thiophilum (LAVRINENKO et al.,
2010), A. formosense (LIN et al., 2012), A. palatum (ZHOU et al., 2009) A.
humicireducens (ZHOU et al., 2013) e A. fermentarium (LIN et al., 2013), sendo
considerado um dos géneros de BPCV mais estudados (CASSAN E DIAZ-ZORITA,
2016).

As bactérias do género Azospirillum, quando associadas com as raizes das
plantas, sdo capazes de promover o0 crescimento vegetal pela producdo de
aminoacidos, acido indol-acético, giberelinas e outras poliaminas, o que favorece o
crescimento do sistema radicular e, consequentemente, absorcdo de agua e
nutrientes do solo (TIEN et al., 1979; THULER et al., 2003; BASHAN e DE-BASHAN,
2010; DOORNBOS et al., 2012). Além destes beneficios, bactérias do género
Azospirillum possuem capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico pelo processo de
FBN e, dessa forma, podem contribuir diretamente para disponibilizacdo de N para
varias espécies nao leguminosas (HUNGRIA ET AL., 2010).

De acordo com Steenhoudt e Vanderleyden (2000), a capacidade de
conversdo do N2 atmosférico em amonio por essas bactérias, em condi¢cdes micro
aerdbicas e baixos niveis de N, é decorrente da agcdo do complexo nitrogenase. Sao
dois os componentes que constituem este complexo: a proteina dinitrogenase ou

proteina-MoFe (proteina ferro-molibdénio), que contém um sitio ativo de reducao do
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N2, e a proteina dinitrogenaseredutase ou proteina-Fe (proteina ferro), responsavel
pela transferéncia de elétrons de um doador para a proteina nitrogenase (EADY,
1996).

As bactérias do género Azospirillum possuem grande potencial de uso na
agricultura, face a capacidade que possuem de colonizar raizes de varias espécies de

plantas, bem como na sua ampla distribuicdo geografica (FADEL-PICHET et al. 1999).

2.5.3. Género Methylobacterium

O género Metyilobacterium pertence ao Reino Monera, ordem Rhizobiales,
familia Methylobacteriaceae e sub classex-2 de Proteobactéria, possuindo mais de 28
espécies descritas, sdo Metitotréficas, facultativas, ou seja, sdo capazes de utilizar
compostos de apenas um carbono como metanol e metilamina para seu crescimento
(MADHAYAN et al. 2009).

As bactérias endofiticas podem ser classificadas como obrigatorias ou
facultativas. As primeiras sao estritamente dependentes de seu hospedeiro para
crescer, sobreviver e serem transmitidas para outras plantas, verticalmente ou via
vetores, enquanto que as bactérias endofiticas facultativas tém um estagio em seu
ciclo de vida em que podem viver fora do hospedeiro, no ambiente (HARDOIM, VAN
OVERBEEK e VAN ELSAS, 2008).

Encontram-se distribuidas em uma variedade de ambientes naturais incluindo
o solo, ar, poeira, 4gua doce e salgada, sedimentos ambientais e urbanos e plantas
(ANDREOTE et al., 2006).

Dentro da planta, as bactérias endofiticas podem permanecer em estado de
laténcia ou colonizar ativamente os tecidos de forma local ou sistémica, podendo
habitar o apoplasto (MAHAFFEE et al., 1997; QUADT-HALLMANN, BENHAMOU e
KLOEPPER, 1997a), vasos condutores (HALLMANN et al., 1997; MAHAFFEE et al.,
1997) e ocasionalmente o meio intracelular (QUADT-HALLMANN e KLOEPPER,
1996).

Com essa colonizacdo sistémica, podem alterar condicdes fisiologicas,
morfologicas do hospedeiro, agindo sobre a populacbes de outros microrganismos
presentes no interior da planta (HALLMANN et al., 1997; M'PIGA et al., 1997;
ANDREOTE et al., 2004; ANDREOTE et al., 2006).
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Outro efeito atribuido as bactérias endofiticas € a promocao de crescimento
vegetal (BENT e CHANWAY, 1998; HALLMANN et al., 1997), que pode ocorrer
através da solubilizacdo de fosfato (VERMA, LADHA e TRIPATHI, 2001), producéo
de fitohormdnios (acido indol-acético, citocinas, giberelinas, acido abcisico, etileno)
(ZAKRAHOVA, 1999; KUKILNSKY-SOBRAL et al., 2004; LEE et al., 2004;
MADHAIYAN et al., 2005), fixagédo de N2 (HALLMANN et al., 1997), ou ainda por meio
da producdo de sideroforos, uma vez que as bactérias séo capazes de quelar o ferro
presente no solo disponibilizando-o a planta (BURD, DIXON e GLICK, 1998). Vérios
outros efeitos benéficos relacionados a promocéo de crescimento vegetal, tais como
modificacdo da morfologia das raizes, ajustamento osmético e aumento da eficiéncia.

A presenca do gene da nitrogenase (nifH) ja foi descrita em espécies deste
género (SY et al., 2001), sugerindo a possibilidade destes organismos fixarem N2,
suprindo a planta hospedeira com fontes organicas de nitrogénio. Esta interacao foi
reforcada também pela presenca de genes envolvidos com a nodulacédo de plantas

(gene nodA) em linhagens de Methylobacterium (SY et al., 2001).
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CAPITULO 2

METHODS OF INOCULATION OF PLANT GROWTH-PROMOTING
RHIZOBACTERIA IN SPECIALTY MAIZE GENOTYPES UNDER AN ORGANIC
AGRICULTURE SYSTEM

* Artigo aceito e publicado no Periédico Acta Scientiarum. Agronomy, v. 44, e54 910,
2022.

ABSTRACT

Organic agriculture systems have the nutrients supplied by plant or animal by-products,
bioinoculants, and compost-based products as earthworm composts and green manures.
However, the quantitative and qualitative parameters of soil amendments depend on their
sources, and soil amendments are generally not sufficient to supply the nutritional requirements
of maize crops. Moreover, specialty maize requires high levels of N. Thus, the aim of this study
was to investigate specialty maize varieties supplied with two microbial inoculants applied in
two inoculation methods. These factorial treatments were compared with their checks (varieties
without inoculation), and the interaction among these factors was also investigated. The trials
were carried out during the growing season in 2017-2018 in the State University of Maringa.
The popcorn trial followed the randomized complete block design where the factorial 3 x 2 x
2 + 3 had five replications. The trial with white grits maize followed the same experimental
design but the factorial scheme was 2 x 2 x 2 + 2 with three replications. Both trials had maize
varieties and two species of microbial inoculants (Azospirillum brasilense and
Methylobacterium sp.) applied in two inoculation methods, in the seeds and the foliar spray at
V4 stage of plant development. The response traits were grain yield and the components of crop
production. In both trials, we verified that the majority of the interactions among the factors
was non-significant (p > 0.05), indicating the independence of these factors. Furthermore, the
microbial inoculants had no beneficial effects on the traits. The possibility of a higher crop yield
did not confirm the application of the inoculant in the stage V4. The organic compost may be
the key point in mitigating the treatments with microbial inoculants due to the availability of N
in the first stages of plant development. The traits also suggest the necessity of more trials about
the influence of microbial inoculants on specialty maize production.

Keywords: green agriculture, popcorn, white grits maize, bioinoculants.
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INTRODUCTION

Brazil has been one of the largest organic food producers, with a hectarage of 1.13
million and a 19 % increase in the number of organic farmers in the last decade (Lima, Galiza,
Valadares, & Alves, 2019). This growth has been the result of an increased costumers”
preference for healthy food, producing quality and fair trade. In this scenario, maize crops have
been important players due to their versatile roles in rural estates producing plant and animal
food, applying rotational and plant succession systems, and allowing the consortium of crops
(Cruz et al., 2006). Furthermore, specialty maize production such as for white grits corn, sweet
corn, baby corn, and popcorn could increase the profits from organic agriculture systems
because they aggregate significant values from the produce.

The conventional farming system is considered highly dependent on external inputs
such as chemical fertilizers that can, when used improperly, cause contamination of the soil,
water, and air. High dependence on fertilizers, for example, could cause increased energy costs
for the conversion of atmospheric N (Macdonald, Bennett, Potter, & Ramankutty, 2011).

The excess nutrients applied in conventional agriculture could cause environmental
problems. The environmental costs of all N losses in Europe have recently been estimated at 70
to 320 billion euros per year, which outweighs the direct economic benefits of the use of N in
agriculture (Foley et al., 2011). Conventional agriculture is considered one of the main polluters
of water resources, with salinity and nitrate contamination being the main pollution indicators
(Diaz & Rosenberg, 2008). In agriculture, high grain yield demand high N levels, and maize
has the highest absorption capacity of nutrients from the soil (Setiyono, Walters, Cassman, Witt,
& Dobermann, 2010).

The input of N into organic agriculture systems is through plant or animal by-products,
organic composts, green manures, earthworm composts, and biofertilizers (Shennan et al.,
2017). However, the quality of these inputs depends on their sources, and their nutritional
composition may be insufficient to meet the crop’s nutritional needs. Among the alternatives
used to complement the supply of nutrients in the organic system is the use of inoculants
containing plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) (Larsen et al., 2017). This group of
bacteria has an important effect on the uptake of nutrients by plants, as they work as bio-
fertilizers and phyto-stimulants and they mitigate the biotic and abiotic stresses (Pii et al., 2015;
Zeffa et al., 2019). The genera of PGPR that are associated to crops are the Arthrobacter,
Azobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Gluconacetobacter,
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Herbaspirillum, Metyilobacterium, and Pseudomonas (Chandra, Pallavi, Barh, & Sharma,
2018).

In maize, the genus Azospirillum has been the focus of investigations (Hungria, Campo,
Souza, & Pedrosa, 2010; Fukami, Nogueira, Araujo, & Hungria, 2016; Spolaor et al., 2016;
Zeffaetal., 2018; Zeffa et al., 2019), as it has been used as an inoculant in Brazil. Azospirillum
promotes plant growth through the biosynthesis and release of amino acids, indoleacetic acid,
cytokinins, and other polyamines that promote root growth (Vejan, Abdullah, Khadiran, Ismail,
& Nasrulhagq Boyce, 2016). Furthermore, this genus fixes N from the air, with a direct
contribution to the available N in non-leguminous species (de-Bashan et al., 2016). In Brazil,
the standard inoculation of maize with A. brasilense is carried out by mixing microbial strains
with the seeds. However, seed treatment with fungicides may be toxic to these microorganisms
and might affect the efficiency of the Azospirillum as well as other PGPR (Yang, Hamel,
Vujanovic, & Gan, 2011), which is not a part of the organic agriculture scope. Thus, post-
emergence inoculation may be the alternative (Fukami et al., 2016; Galindo et al., 2019; Omara
et al., 2020). Furthermore, Andrade, Zoz, Zoz, Oliveira, and Witt (2019) applied A. brasilense
in the seeds and verified lower percentage and index of seedling emergence in some genotypes.
Moreover, the application of A. brasilense in seeds or into furrows also reduced the percentage
of emergence and increased the average time of emergence in some genotypes of sorghum.

Genus Methylobacterium, also called pink-pigmented facultative methylotrophic
(PPFM) bacteria, has also been widely studied as a plant growth-promoting bacteria in several
agricultural crops (Chanratana et al., 2017; Grossi et al., 2020; Krug et al., 2020). Species of
this genus benefit plants by the production of indole acetic acid, cytokinins, and vitamin B12
or through the production of growth-modulating enzyme 1-aminocyclopropane-1-carboxylate
(ACC) desaminase (Joe et al., 2013; Dourado et al., 2015).

In this study, we hypothesized that spraying other strains of bacteria on maize leaves at
stage V4, as an additional treatment to the seed application, could increase the grain yield of
some genotypes. The foliar spray at V4 stage may also be dependent on the maize genotype
and bacterial strains. Thus, we aimed to analyze the interaction of two inoculants with varieties
of popcorn and white grits maize applied under two inoculation methods and verify the

possibility of increasing the crop yield under the organic system of crop production.
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MATERIAL AND METHODS

Experimental conditions

The trials were carried out in the growing season from 2017 to 2018 in the Iguatemi Research
Farm, State University of Maringd (UEM), northwestern Parana State (23°11” SL, 52°03” WL,
and altitude of 550 m). The soil is the Latossolo Vermelho eutroférrico, having a sandy-clay-
silt texture based on the Brazilian classification (EMBRAPA, 2018). The physical structure
contains sand (75 %), clay (21 %), and silt (4 %). The experimental site was certified as an
organic agriculture system of crop production by the ECOCERT. We collected the maximum
and minimum daily temperatures and rainfalls along the experimental period, as shown in figure
1.
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Figure 1. Maximum and minimum daily temperatures and rainfalls along the experimental
period; Maringé, 2017-2018

The soil chemical analysis (0-20 cm) is reported in Table 1.

Table 1. Results from the soil chemical analysis

pH cmolc dm™3 %
CaCl, HO AI** H*+AI"* Ca? Mg K'* SB T V Ca Mg K
5.2 59 0.09 3.60 142 0.87 0.19 248 7.45 57.33 23.36 14.31 2.82

gdm mg dm3

(Ca+Maq)
Ca/Mg Ca/K Mg/K K OM C P S Cu Zn Fe Mn Na B

163 7.47 458 1925 16.29 531 8.71 6.81 264. 1.62 42 71 NA 0.19

SB = total of bases; OM = organic matter; T = CEC total; V = base saturation; and NA = not available
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The open pollination varieties used in this study were “IAC 125” (Instituto Agrondémico
de Campinas, 1AC), “Composto Angela” (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria,
Embrapa), and “Composto Gaucha” (State University of Maringa (UEM). In the original
genetic background, the genotype “IAC 125” is one top-cross of popcorn, and “IAC Nelore”
and “IPR 119” (Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana— IDR-Parand) are hybrids from
the inbred lines of white grits maize. The “Composto Gaucho” is the result of crossing
American hybrids with national varieties. Furthermore, many generations were obtained at
random crosses by the plants of each hybrid; therefore, all of them may be considered open
pollination varieties.

Two seeds were sowed into planting holes, but 40 d later, we thinned them to maintain
just one plant in every planting hole. The plots had eight lines of 6 m in length, 0.9 m apart, and
the useful area was of 9 m? Organic compost from laying hen manure following the

composition in Table 2 was applied into the soil at a dose of 4.5 t ha™.

Table 2. Chemical analysis of the laying hen manure

Nutrients and humidity determination Unity Sample
Nitrogen (N) gkg? 19.53
Calcium (Ca?") gkgt 26.25
Magnesium (Mg?*) g kgt 7.63
Phosphorus (P) gkgt 10.57
Potassium (K*) gkg™ 32.00
Humidity % 12.86

We controlled the insects (Spodoptera frugiperda) by applying Azadiractina, 300 mL
hat), following the recommendation from the company, and we controlled the weeds in the
plots by handy-hoeing.

Bacterial growth and inoculation

The inoculants from the bacterial collection of the Laboratory of Molecular
Biochemistry in the State University of Londrina (LBM-UEL) were applied at a dose of 1 x 108
cells. We cultivated the colonies of A. brasilense strain Ab-V5 and Metyilobacterium sp. strain
40 GRML1 in liquid medium Dygs (Rodrigues Neto et al., 1986), 2.0 g of glucose, 1.5 g of
peptone, 2.0 g of yeast extract, 0.5 g of K2HPOg4, 0.5 g of MgSOy4, and 1 L of distilled water at
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pH 6.0 for 24 h. Thereafter, we multiplied them in 250 mL of liquid medium M15 (Oliveira et
al., 2017). This composition was formulated by the LBM-UEL, a patent presented to the
National Institute of Industrial Property (INPI, deposit in the BR 1020140171746), and we
cultivated them under shaking using an orbital incubator for 48 h (180 rpm at 28 °C). Next, we
determined the cell concentration in the Neubauer chamber and normalized the cell suspension
culture with dilution in the inoculant UEL liquid. We applied two inoculation methods—in the

seeds (30 mL kg) and in the stage V4 by spraying it on the growing plants (1.0 L ha).

Traits

The harvesting of the plants in the stage R6 from the two central lines of the useful area
was a handy work. We also evaluated the plant height (m), ear height (m), ear number per plot

(n), ear length (cm), stalk and ear diameter (cm), yield (kg ha*), and biomass of 100 grains (g).

Experimental design and statistical analysis

The experimental design in both trials was randomized complete blocks with the
treatments following the triple factorial with additional checks (varieties without the application
of microorganisms). The popcorn trial followed the factorial 3 x 2 x 2 + 3 (varieties x inoculants
x inoculation methods + checks) with five replications. The white grits maize had the trial
following the factorial 2 x 2 x 2 + 2 (varieties x inoculants x inoculation methods + checks)
with three replications.

After verifying the homogeneity of variance and the normality of residues using the
tests de Bartlett and Shapiro-Wilk, respectively, we analyzed the data by analysis of variance
(ANOVA) (o = 0.05). We applied t-test (Fisher’s least significant difference) to discriminate
the varieties of popcorn, but we compared the white grits maize varieties by the F test. The
Dunnett test compared the checks with the treatments in the factorial. The software SISVAR
(Ferreira, 2011) and SAS 9.4 (2013) did thewere used for the respective analysis.
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RESULTS AND DISCUSSION

The main factor varieties in the trial with popcorn had significant effects (p < 0.05) for
all the traits, indicating genetic differences (Table 3). Otherwise, the responses from both
inoculants (A. brasilense and Methylobacterium sp.) were non-significant (p > 0.05) (Table 3)
as well as from all the interactions among the factors. These results for the interactions indicated
the independence of factors. We also found significant differences for the inoculation methods,
seeds or V4, ear height, ear number per plot, stalk diameter, and biomass of 100 grains (Table
3). The coefficients of variation ranged from 6.03% for the ear diameter (ED) to 17.92 % for
the grain yield (Y), which are low to average values, indicating accuracy in the environmental
control by the experimental design and the outcome of the reliable data (Fritsche-Neto, Vieira,
Scapim, Miranda, & Rezende, 2012).

Table 3. Analysis of variance of eleven traits in the popcorn crops: plant height (PH), ear height
(EH), ear number per plot (EN); stalk diameter (SD), ear diameter (ED), ear length (EL), grain
yield (Y), and biomass of 100 grain (B100) from the trial in Iguatem Iguatemi, Maringa, Parana
State, 2017-2018

Mean Square®

Sources of DE
variation PH EH EN sD ED EL Y@ B100
(m) (m) () (cm) (cm) (cm) (kg ha'") (9)
Variety (V) 2 0.492* 0.523* 482.017* 26.365* 217.113* 11.137* 7.062* 126.842*
Methods (M) 1 0.043™ 0.044* 160.067* 19.574* 0.0008™ 0.308"™ 0.004" 8.050*
Inoculant (I) 1 0.022™ 0.006"™ 8.067™ 11.731™ 0.015™ 0.628™ 0.010™ 0.712™
VXS 2 0.003™ 0.004" 59.617"™ 1.128™ 0.811™ 0.559™ 0.006"™ 0.177™
V X | 2 0.006™ 0.001"™ 25.017™ 0.833™ 3.209™ 0.476™ 0.111™ 0.099"
SX| 1 0.002"™ 0.006™ 32.267™ 1.270™ 0.687™ 0.032"™ 0.013™ 3.208™
VXS X]| 2 0.000™ 0.004" 57.817™ 0.082"™ 3.566™ 0.680™ 0.002™ 0.022™
Factorial vs
1 0.008"™ 0.00" 38.881"™ 16.442* 0.707™ 0.559™ 0.384* 1.617™
Checks
Checks 2 0.068* 0.075* 114.867* 9.213™ 34.29* 1.196™ 1.220* 22.947*
(Treatments) (14) 0.087* 0.091* 122.711* 8.876* 37.099* 2.116™ 1.230* 22.411*
Blocks 4 0.142 0.043 106.353 5.410 9.243 2.339 0.413 3.812
Residual 56 0.011 0.008 35.075 3.580 4.052 1.386 0.086 0.883
Total 74 - - - - - - -
CV (%) 6.55 10.55 15.47 11.20 6.03 8.61 17.92 6.37
Overall 1.639 14.737
1.630 0.851 38.293 16.898 33.355 116.574
average
Check
1.608 0.831 39.733 15.962 33.549 13.846 1.496 14.443

average
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Basic assumptions®

Shapiro-Wilk - W 0.9886" 0.9856"™ 0.9839"™ 0.9840™ 0.9270* 0.9799™ 0.5117* 0.9884"™

12.1134]" 645.3000 9.3245™
s *

Bartlett — 2 27.1458*  13.5732™  13.3626™  41.8949* 12.5792"

DF = Degree of freedom

CV = Coefficients of variation;

M*:significant effect at 5 % by the F test; ns, non-significant effect at 5 % by the F test;

@:productivity correction according to the grain humidity;

@:Basic assumptions were normal residues by Shapiro-Wilk test, calculated value of W; homogeneity of variance

by Bartlett; and le chi-square value.

In Table 3, the contrast “Factorial vs Check” was significant (p < 0.05) for stalk diameter
(SD) and Y, indicating differences in the means of the factorial treatment scheme and the means
of the additional checks (varieties without inoculation). Thus, the Dunnett test (Table 4)
compared the means from the factorial with every mean from the additional checks (varieties
without inoculants). In fact, we found no difference between varieties under inoculation and the
respective checks for both responses. According to Matsumura et al. (2015), the response to
inoculation depends on plant genotypes, bacterial strains, environmental conditions,
agricultural practices, and quantity and quality of the bacterial cells inoculated. In this sense, it
is interesting to point out that when these bacteria were inoculated in soils with a large amount
of nutrients, they generated energy costs for the plants, thus not improving the production
components in the first harvest that was used (Oliveira et al., 2020).

Table 4. Estimates of contrasts from stalk diameter (SD) and grain yield (Y)

Treatments Checks
P2SI PsSI P4SI
P2AS 1.112 0.732 3.250
P2MS 1.910 1.530 4.048**
P2AV4 0.666 0.286 2.804
P2MV4 1.098 0.718 3.236
P3AS 1.274 0.894 3.412
SD PsMS 2.886 2.506 5.024**
P3AV4 0.034 0.414 2.104
P3sMV, 1.062 0.682 3.200
P1AS 0.682 1.062 1.456
PiMS 0.434 0.054 2.572

P1AV4 1.482 1.862 0.656
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P1iMV4 1.230 1.610 0.908
P2AS 0.2612 0.1254 0.8552**
P2MS 0.1162 0.2704 0.7102**
P2AV, 0.2888 0.0978 0.8828**

P2MV4 0.1570 0.2296 0.7510**
PsAS 0.6104** 0.2238 1.2044**

v PsMS 0.7144** 0.3278 1.3084**

P3sAV4 0.5470** 0.1604 1.1410**

PsMV4 0.7304** 0.3438 1.3244**
P1AS 0.4834 0.8700* 0.1106
P1MS 0.6064* 0.9930* 0.0124
P1AV4 0.4878 0.8744* 0.1062

PiMV4 0.5276 0.9142* 0.0664

Values followed by ** are different and higher than that of the check, Dunnett test at 5 % of probability;
Values followed by *- are different and similar to that of the check, Dunnett test at 5 % of probability;
P1, IAC 125; P,, “Composto Angela”; P3, “Composto Gaucha”; A, Azospirillium; M, Metylobacterium;
S, seed application; V4, application at the plant stage V4; and S, checks.

In the current trial, the effect of the organic fertilizer may be the key factor that affected
the absence of response from the biofertilizer because of the high availability of N in the initial
stages of development. Rozier, Hamzaoui, Lemoine, Czarnes, and Legendre (2017), who
studied the effect of the inoculation with Azospirillum lipoferum associated with different levels
of N fertilizer, verified that the application of the chemical fertilizer increased the grain yield.
However, there was no influence of the inoculation with A. lipoferum on the increase. This
result suggests that both technologies are non-additive. Similarly, a meta-analysis study about
the effect of the Azospirillum sp. on the crop yield of maize by Zeffa et al. (2018) also found a
non-additive effect of the inoculant with the application of N fertilizer, and the increase was
observed just in the absence of the side-dressing chemical fertilizer.

The popcorn varieties “Composto Angela” and “Composto Gaucha,” which had the
seeds inoculated with Methylobacterium sp. (P2MS and P3MS, respectively), had better
performance than that of the check “IAC 125 (P1SI) for the trait SD (Table 4). As for the grain
yield, the variety “Composto Angela,” which had the seeds and V4 stages inoculated with
Methylobacterium sp. or Azospirillum sp. (P2AS, P2MS, P2AV4, and P.MV,), differed and had
a higher grain yield than that of the check “IAC 125” (P1SI). Otherwise, “Composto Galcha”
was different and higher than the checks “Composto Angela” and “IAC 125” (P2SI and P1S1,
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respectively) when inoculated with microorganisms both in the seeds and stages of development
(P3AS, PsMS, P3AV4, PsMV4). These results corroborated those of the other trials in literature
about the genotypes and their interactions with the inoculants (Matsumura et al. 2015; Vidotti
et al., 2019; Zeffa et al., 2019). A study by Zeffa et al. (2019), which assessed the effect of A.
brasilense on 27 maize genotypes from three trials, also reported different responses from the
genotypes after the inoculation.

In Table 5, we report the results from the t test (LSD) for the different varieties of
popcorn. We observed that “Composto Angela” and “Composto Gaucha’ had similar responses
for the majority of the traits. The variety “IAC 125” had the lowest estimate for plant height
(PH) with 1.46 m, ear height (EH) with 0.68 m, and ED with 29.60 cm, but the “Composto
Gaucha” had higher values than those of the other varieties for Y (2.22 kg plot™) and biomass
of 100 grains (B100) with 17.64 g. All these results could be explained by inbreeding or losses
in the hybrid vigor from several traits of the “IAC 125.”

Table 5. Means from the t-test (LSD) discriminating eight traits of popcorn: plant height (PH),
ear height (EH), ear number per plot (EN), stalk diameter (SD), ear diameter (ED), ear length
(EL), grain yield (), and biomass of 100 grains (B100) from the trial in Iguatemi, Maringa,
Parand State, 2017-2018

Varieties PH EH EN SD ED EL Y(®) B100
(m) (m) () (cm) (cm) (cm) (kg ha?) (9)
“Composto 39.250 1.771b 13.956 b
1.771a 0.993a 17.745a 34.416a 13.987a

Angela” ab
“Composto 2.216 a 17.644 a

Gatich 1.673a 0.899a 42.050a 17.845a 35904a 14.133a

aucha”

29.601 1.039¢ 12.830¢c
IAC125 1.464b 0.678b 32.500b 15.808a 0 12.774 a

@ Means followed by the same letter in the column do not differ from one another at 5 % of probability by the t-
test (LSD). Crop yield was corrected by the humidity.

Based on the inoculation methods, popcorn plants had significant differences (p < 0.05)
for EH, EN, SD, and B100 (Table 6). The application of inoculants on the seed promoted higher
values for EH, SD, and B100 than that of EN, from which the highest value was caused by the
inoculant spray in the stage V4, which was investigated and reported for the first time (Table
6). The possibility of a higher crop yield did not confirm the application of the inoculant in the

stage V4, as the number of ears per plot is just a component of the grain yield.
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Table 6. Means from the inoculation methods of the following traits of popcorn: ear height
(EH), ear number per plot (EN), stalk diameter (SD), and biomass of 100 grains (B100) from
the trial in Iguatemi, Maringé, Parané State, 2017-2018

Inoculation methods EH EN SD B100
&) (m) (cm) (9)
Seed 0.884 a 36.300 b 17.704 a 15.176 a
V4 0.829b 39.567 a 16.561 b 14.444 b

@ Means followed by the same letter in the column do not differ from one another at 5 % of probability by the F
test.

In the white grits maize, we did not find significant differences (p > 0.05) for all the
interactions among the factors for all traits, except for the interaction of varieties (V) x
inoculation methods (M) for ear length (EL) and B100 (Table 7). We did not carry out the
partition of this interaction, V x M, for the two traits, as both are components of the grain yield,
and these principal traits had no significant difference. The contrast “Factorial vs Check” did
not have significant differences for all the traits. All these inferences are valuable because the
CVs from all the traits were low or average, indicating high experimental accuracy. The
varieties of white grits maize had significant differences (p < 0.05) in the traits PH, EH, ED,
and B100 (Table 7), and the “IAC Nelore” had means higher than that of the “IPR119” (Table
8). Similarly, we did not find efficiency of the inoculation applied in the V4 stage in comparison

to the application to the seeds (Table 8).

Table 7. Analysis of variance for ten traits of white grits maize: plant height (PH), ear height
(EH), ear number per plot (EN), stalk diameter (SD), ear diameter (ED), ear length (EL), grain
yield (YY), and biomass of 100 grains (B100) from the trail in Iguatemi, Maringa, Parana State,
2017-2018

Mean Square®

Sources of
variation 27 PH EH EN SD ED EL Y@ B100
(m) (m) (cm) (cm) (cm)  (kgha') ()
Varieties (V) 1 0.308% 0.123* 80.667™ 1.675° 32.155% 0.015® 0.496™ 71.553*
Methods (M) 1  0.009™ 00247 0.167™ 4.386™ 12.995"  2.344™ 0021  5.415™
Inoculant (1) 1 0.107™ 0.089* 2667 0.150" 14.789"  0.448™  0.378™ 16.138"
VXS 1 0056 0.034™ 54000 3713 10.720" 11.152* 0.010" 45.706*
VX | 1 0009 0.007™ 1500 0.564" 3.360™  0.400™ 0.006"  1.540™
SX| 1 0042 0015® 42.667™ 3.168™ 2220 1075  1.238™  2.136™
VXSX] 1 0007 0010 1500 2124 1179 0400 0.125®  0.960™
Fagﬁgéi's"s 1 0008™ 0001™ 0.832® 6.130" 1.358™ 19127  0.014™  0.304™
Checks 1 0066 0.045™ 54000 2761™ 5587 0595 1.084™ 26.250™
(Treatments)  (9) 0.068% 0.039* 26.444™ 2741 9374™  2038® 0.375° 18.889*
2

Blocks 0.270 0.089 77.500 5.072 16.239 3.479 1.754 13.543
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Residual 18 0.027 0.015 35.278 6.191 5.103 1.471 0.455 7.457

Total 29 - : 3 : : - : :
CV (%) 853 1276 1264 1241 4.77 7.08 17.59 8.64
Overall 1936 0968  47.000 20.056 47.326  17.130  3.834 31593
average
Check 1902 0957 47.333 19152 47.752  17.635 3.878  31.392
Average

Basic assumptions®

Shapiro-Wilk - W 0.974™ 0.984"™  0.965"™  0.962"  0.963"™ 0.969™  0.965™  0.952™
Bartlett — 2 3.650™ 7.106™ 5.284™ 5.863™ 13.950" 11.271™ 5.825"™  7.819"™
DF = Degree of freedom
CV = Coefficients of variation;
@*: significant effects at 5 % by the F test; ns, non-significant effect at 5 % by the F test;
@: crop yield corrected to grain humidity;
®): Basic assumptions were normal residues by the Shapiro-Wilk, value of the calculated W; homogeneity of
variance by Bartlett; %2, chi-square value.

Table 8. Means of varieties for the following traits in crops of white grits maize: plant height
(PH), ear height (EH), ear diameter (ED), and biomass of 100 grains (B100) from the trial in
Iguatemi, Maringa, Parana State, 2017-2018

o PH EH ED B100
Varieties
(m) (m) (cm) (9)
‘IPR 119’ 1,830 b 0,899 b 46,063 b 29917 b
‘TIAC Nelore’ 2,058 a 1,043 a 48,378 a 33,700 a

@ Means followed by the same letter in the column do not differ from one another at 5 % of probability by the F
test.

Mumbach et al. (2017) studied the effect of seed inoculation of commercial maize with
A. brasilense and did not find significant responses for the stalk diameter, ear and plant height,
and foliar index. Some researchers have reported that seed inoculation is an important
alternative for sustainable agriculture systems (Fukami et al., 2016). However, several factors
such as weather conditions, soil classification, soil microbiology, cultivars, and fertilizers can
affect the responses from the inoculation due to their influence on the bacterial survivorship.
All these factors must be a motive of concern as well as the inoculation due to their influence
on bacterial survivorship (James, 2000). Portugal et al. (2016) investigated simple hybrids
under various doses of N (0, 30, 60, and 90 kg ha') together with foliar spraying of A. brasilense
in the summer growing season and found increases of 14.75 % in the grain yield in seed

inoculation.



37

CONCLUSION

The effects of applying inoculants on the varieties of white grits maize and popcorn
were non-significant for the traits under evaluation.

Moreover, possibility of higher crop yield did not confirm the application of the
inoculant in the stage V4.

All the literature found for this study had the trials carried out in the conventional
agriculture systems. Thus, we suggest more trials under the organic agriculture systems
applying new doses of inoculants, with partition of N doses using other organic sources as well
as without N application, and with application of organic manures in lines in the soil to better
investigate the interaction of the different varieties under organic agriculture systems.
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