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RESUMO GERAL

Guidinelle, Rebyson Bissaco, Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo, setembro de 2023. BIOINSUMOS NA CULTURA DO
MILHO: INTERACOES COM MANEJO DO SOLO E AGUA. Orientador: Prof. Dr.
Sc. Diego Lang Burak. Coorientador: Prof. Dr. Sc. Otacilio José Passos Rangel.

Diante do crescimento populacional e da crescente demanda por alimentos, juntamente
com as restricGes dos recursos naturais essenciais a producdo agricola, especialmente o
solo e a &gua, torna-se crucial a investigacdo de tecnologias que possibilitem maior
produtividade, sem exaurir 0s recursos naturais, com uma abordagem conservacionista.
Isso implica na reducdo da dependéncia de insumos quimicos externos ao ecossistema
agricola produtivo. Bioinsumos microbianos representam tecnologias promissoras devido
a sua capacidade de modular as respostas das plantas para superar estresses bidticos e
abiodticos. Além disso, eles demonstram ser responsivos em ambientes de base
conservacionistas, como o sistema plantio direto. A utilizagdo de residuos na agricultura
se apresenta como uma alternativa complementar a esse sistema produtivo, uma vez que
permite a destinacdo adequada de um passivo ambiental, como, por exemplo, a agua
residudria de suinocultura, com grande potencial para ser utilizada como fertilizante. A
grande virtude desse estudo ¢ a geracdo de uma tecnologia que permita o uso conjunto de
bioinsumos (microrganismos eficientes), agua residuaria de suinocultura e sistema plantio
direto com vistas a tornar a agricultura menos dependente do uso das aguas de
abastecimento humano e industrial, bem como dos fertilizantes. Portanto, objetivou-se
neste estudo foi avaliar, bioinsumos microbianos formulados com Herbaspirillum
seropedicae (cepa HRC54) e Azospirillum brasilense Ab-V5 (CNPSo 2083) e Ab-V6
(CNPSo 2084), aplicados como inéculo Unico ou co-inoculado, e compreender sua acao
na cultura do milho (milho crioulo, variedade Fortaleza) em diferentes condicbes
edaficas. Essas condi¢Oes foram representadas por diferentes sistemas de manejo do solo:
sistema plantio direto e sistema plantio convencional, irrigados com diferentes laminas
de &gua residuaria de suinocultura e agua bruta. Para tal, foram conduzidos trés
experimentos, realizados nas condigOes de casa de vegetacdo e a campo, em diferentes
configuracdes de tratamentos, que sdo apresentadas em trés capitulos da tese. No capitulo
1, desenvolvido em casa de vegetacdo, na condicdo de co-inoculacéo (H. seropedicae +

A. brasilense), os bioinsumos microbianos apresentaram efeito sinérgico sob solo com



maior qualidade bioldgica. No capitulo 2, desenvolvido em casa de vegetacgéo,
experimento avaliado sob restricdo hidrica, notou-se que os bioinsumos tiveram uma
contribuicdo mais significativa para os atributos fisiolégicos nos tratamentos com
histérico de sistema plantio convencional, ressaltando sua eficacia na mitigacdo de
estresses abioticos. No capitulo 3, que foi realizado em condi¢fes de campo, investigou-
se os efeitos da co-inoculacdo em diferentes sistemas de manejo, destacou-se que 0
sistema plantio direto, em conjunto com a irrigacdo com &gua residuaria da suinocultura,
criou um ambiente edafico mais propicio, proporcionando uma qualidade bioldgica mais
favoravel para o crescimento da populacdo microbiana introduzida no sistema, o que, por

sua vez, permitiu um maior desenvolvimento da cultura do milho.

Palavras Chaves: Inoculantes microbianos, Agua Residuaria de Suinocultura, Sistema

Plantio Direto, Milho Crioulo, Nutricdo Mineral, Fisiologia de Planta.
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GENERAL ABSTRACT

Guidinelle, Rebyson Bissaco, Center for Agricultural Sciences and Engineering of the
Federal University of Espirito Santo, September 2023. BIOINPUTS IN MAIZE
CULTURE: INTERACTIONS WITH SOIL AND WATER MANAGEMENT.
Advisor: Prof. Dr. Sc. Diego Lang Burak. Co-advisor: Prof. Dr. Sc. Otacilio José Passos
Rangel.

Faced with population growth and the growing demand for food, together with
restrictions on natural resources essential to agricultural production, especially soil and
water, it is crucial to investigate technologies that enable greater productivity, without
depleting natural resources, with a conservationist approach. This implies reducing
dependence on chemical inputs external to the productive agricultural ecosystem.
Microbial bioinputs represent promising technologies due to their ability to modulate
plant responses to overcome biotic and abiotic stresses. Furthermore, they demonstrate to
be responsive in conservation-based environments, such as the no-till system. The use of
waste in agriculture presents itself as a complementary alternative to this production
system, as it allows the appropriate disposal of an environmental liability, such as, for
example, wastewater from pig farming, with great potential for being used as fertilizer.
The great virtue of this study is the generation of a technology that allows the joint use of
bioinputs (efficient microorganisms), wastewater from pig farming and direct planting
systems with a view to making agriculture less dependent on the use of human and
industrial water supplies, as well as as well as fertilizers. Therefore, the objective of this
study was to evaluate microbial bioinputs formulated with Herbaspirillum seropedicae
(strain HRC54) and Azospirillum brasilense Ab-V5 (CNPSo 2083) and Ab-V6 (CNPSo
2084), applied as a single inoculum or co-inoculated, and to understand its action on
maize cultivation (Creole maize, Fortaleza variety) in different soil conditions. These
conditions were represented by different soil management systems: direct planting system
and conventional planting system, irrigated with different levels of pig farming
wastewater and raw water. To this end, three experiments were conducted, carried out in
greenhouse and field conditions, in different treatment configurations, which are
presented in three chapters of the thesis. In chapter 1, developed in a greenhouse, under
co-inoculation conditions (H. seropedicae + A. brasilense), microbial bioinputs showed

a synergistic effect on soil with higher biological quality. In chapter 2, carried out in a

Xi
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greenhouse, an experiment evaluated under water restrictions, it was noted that bioinputs
had a more significant contribution to physiological attributes in treatments with a history
of conventional planting systems, highlighting their effectiveness in mitigating abiotic
stresses. In chapter 3, which was carried out under field conditions, the effects of co-
inoculation in different management systems were investigated. It was highlighted that
the direct planting system, together with irrigation with wastewater from pig farming,
created an environment more favorable soil conditions, providing a more favorable
biological quality for the growth of the microbial population introduced into the system,

which, in turn, allowed greater development of the maize crop.

Key-word: Microbial inoculants, Swine Wastewater, No-tillage Sistem, Creole maize,
Mineral Nutrition, Plant Physiology.
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INTRODUCAO GERAL

A populagdo mundial vem crescendo ha uma taxa anual de 1,3% (UN, 2019), o que
leva a um aumento consideravel na demanda mundial por alimentos (FAO, 2017). Assim,
é premente a ado¢do de medidas que assegurem uma producéo satisfatoria de alimentos,
utilizando de maneira consciente e eficiente os bioinsumos e recursos, naturais,
disponiveis para a agricultura, sobretudo, 4gua e solo (Jat et al., 2019; Aznar-Sanchez et
al., 2020; Kili¢, 2020), sem a expansdo das fronteiras agricolas, caracterizada pela
remocao das vegetacdes nativas, queimadas e preparo excessivo do solo (Pedrosa et al.,
2020). Nesse contexto, a busca por tecnologias que concilie produtividade e conservacgédo
se tornou um desafio para a pesquisa agropecuaria mundial.

Sdo diversas as tecnologias que vem sendo estudadas buscando-se suprir a caréncia
de conhecimento e incrementar a producdo agricola: utilizacdo de agua residuaria de
suinocultura (ARS) (Cunha et al., 2021; Lima et al., 2023), sistema plantio direto (SPD)
(Zhao et al., 2019; Jiang et al., 2019) e bactérias promotoras de crescimento vegetal
(Glick, 2012; Pathania et al., 2020; Basu et al., 2021). Ao longo dos anos, vem se
mostrando tecnologias promissoras, se consolidando na comunidade académica e
cientifica.

A utilizacdo da ARS é de grande importancia, pois além do beneficio proporcionado
pela adicdo de nutrientes e matéria organica no sistema produtivo (Guidinelle et al.,
2023), destina-se de maneira correta um passivo ambiental, que descartado de maneira
incorreta pode gerar grandes desastres ambientais (Tian et al., 2022). No entanto, deve
ser feita de maneira correta, respeitando as normas vigentes estabelecidas pelos 6rgaos
fiscalizadores (CONAMA, 2009), uma vez que esse tipo de material pode conter altas
concentracdes de metais pesados e outros compostos, e sua destinacdo incorreta na
agricultura pode gerar danos igualmente aos que poderia ser gerado quando descartado
incorretamente no meio ambiente.

A adocdo de sistemas conservacionistas de manejo do solo, como o SPD, tem sido
utilizado cada vez em maior escala, objetivando controlar a degradacéo do solo (Fuentes-
Llanillo et al., 2021). Um SPD consolidado, apresenta camadas superficiais do solo com
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas melhoradas, quando comparadas ao sistema

plantio convencional (SPC) (Souza et al., 2019; Carlos et al., 2021). O manejo
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conservacionista como o SPD ndo visa tdo somente a alta producdo, mas também
assegurar a sustentabilidade do uso agricola dos solos (Zhang et al., 2021).

O uso de bioinsumos bioldgicos na agricultura € uma tecnologia em expans&o.
Inimeras sdo as possibilidades de utilizacdo dessa biotecnologia, como as bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV), fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e
bioestimulantes como substancias humicas (SH), cada uma com seus beneficios, podendo
agir de forma isolada e, ou, associadas, apresentando potencial de incorporar nutrientes
no sistema solo-planta e promover crescimento vegetal (Canellas et al., 2015; Berruti et
al., 2016), diminuindo a dependéncia externa por insumos, logo, o custo de producédo do
sistema produtivo serd reduzido. As BPCV, por meio da inoculagcdo de bactérias
diazotréficas nas sementes, vém apresentando excelentes resultados na agricultura, onde
0s autores citam inimeros beneficios (Fadiji et al., 2022; Katsenios et al., 2022; Ajijah et
al., 2023).

Logo, associar a utilizacdo de BPCV com a utilizagdo de ARS e o SPD pode ser
viavel e desejavel, ja que os mesmos apresentam caracteristicas que podem se beneficiar
mutuamente, potencializando a producao agricola, visando a sustentabilidade do modelo
de producdo e, principalmente, diminuindo a dependéncia por insumos externos
sintéticos. Assim, se faz importante o desenvolvimento de trabalhos em casa de vegetacdo
e a campo a fim de avaliar o desempenho da associacdo dessas tecnologias. Os
experimentos foram divididos para serem apresentados nesta tese no formato de

capitulos:

(1) Impact of historical soil management on the interaction of plant-growth-

promoting bacteria with maize (Zea Mays L.)

(2) Crescimento de milho em condi¢gdes de restricdo hidrica: Bionsumos

bioldgicos e histéricos de manejo
(3) Co-inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae com Azospirillum brasilense

em milho irrigado com agua residuaria de suinocultura sob sistema plantio

direto
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CHAPTER 1 - IMPACT OF HISTORICAL SOIL MANAGEMENT ON THE
INTERACTION OF PLANT-GROWTH-PROMOTING BACTERIA WITH
MAIZE (ZEA MAYS L.)®

ABSTRACT

The use of microbial inoculants in agroecosystems is a promising technology. However,
edaphic factors can modulate plant responsiveness and crop production to bioinoculants,
which diverse soil management practices can ultimately influence. In this study, we
hypothesized that the long-term adoption of soil conservation techniques could enhance
crop performance inoculated with plant growth-promoting bacteria (PGPB).
Consequently, the primary objective was to assess the effectiveness of microbial
inoculants formulated with Herbaspirillum seropedicae (Hs) and Azospirillum brasilense
(Ab) on maize growth in soils subjected to varying historical conservation management
system. We evaluated two soil management systems, two irrigation conditions and three
bioinoculant treatments: TO - without bioinoculant and 100% doses of NPK fertilization;
T1 - Hs + humic substances-HS and 40% of NPK fertilization; T2 - Ab and 40% of NPK
fertilization; T3 - co-inoculation (Hs + Ab and 40% of NPK fertilization). Using a reduced
fertilization dose (40% NPK) associated with microbial inoculants proved efficient in
increasing the maize shoot dry mass (SDM): on average, there was a 16 % reduction
compared to the treatment with 100% fertilization. In co-inoculation (Hs + Ab), the
microbial inoculants showed a synergistic effect on plant response, higher than isolate
ones. Under lower nutrient availability and more biological soil quality, the microbial
bioinputs positively influenced root development, instantaneous water use efficiency,
stomatal conductance and N contents.

Keyword: microbial inoculants, swine manure, no-till system, maize nutrition.
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RESUMO

O uso de inoculantes microbianos em agroecossistemas é uma tecnologia promissora. No
entanto, os fatores edaficos podem modular a capacidade de resposta das plantas e a
producdo agricola aos bioinoculantes, o que, em Ultima andlise, pode influenciar diversas
praticas de gestdo do solo. Neste estudo, levantamos a hipétese de que a adogdo a longo
prazo de técnicas de conservacdo do solo poderia melhorar o desempenho das culturas
inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPB).
Consequentemente, o objetivo principal foi avaliar a eficacia de inoculantes microbianos
formulados com Herbaspirillum seropedicae (Hs) e Azospirillum brasilense (Ab) no
crescimento do milho em solos submetidos a diferentes histéricos de manejo e
conservacdo. Foram avaliados dois sistemas de manejo do solo, duas condicBes de
irrigacao e quatro niveis com bioinoculantes: TO - sem bioinoculante e doses de 100% de
adubacdo NPK; T1 - Hs + substancias himicas-HS e 40% de adubagdo NPK; T2 - Ab e
40% de adubacdo NPK; T3 - coinoculagéo (Hs + Ab e 40% de adubagdo NPK). A
utilizacdo de dose reduzida de adubacao (40% NPK) associada a inoculantes microbianos
mostrou-se eficiente no aumento da massa seca da parte aérea do milho (MSP): em média,
houve reducdo de 16% em relacdo ao tratamento com 100% de adubagdo. Na
coinoculacdo (Hs + Ab), os inoculantes microbianos apresentaram efeito sinérgico na
resposta das plantas, superior aos isolados. Sob menor disponibilidade de nutrientes e
maior qualidade biolégica do solo, os bioinsumos microbianos influenciaram
positivamente o desenvolvimento radicular, a eficiéncia instantanea do uso da agua, a

condutancia estomatica e os teores de N.

Palavras-chave: inoculantes microbianos, dejetos de suinos, sistema plantio direto,

nutricdo de milho.
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1. INTRODUCTION

Biological processes inserted in the productive process of agrosystems present
significant potential for increasing the use efficiency of resources, reducing costs, and
generating ecologically friendly products. The microbiota in the soil, rhizosphere,
rhizoplane, and hosted in plants is a functional, active component that develops natural
processes widely known and explored in biotechnological products. It actively
contributes to plant development by harnessing its inherent bio-fertilization, bio-
stimulation, and bio-control capabilities, utilizing natural biological mechanisms (Bashan
et al., 2014; Olivares et al., 2017).

Using biological products derived from beneficial microorganisms and metabolic,
their product has gained significant attention in agroecosystems, necessitating regulatory
oversight as defined by Brazilian legislation, which classifies them as bioinputs (Brasil,
2020). Within this category, inoculants based on plant growth-promoting bacteria (PGPB)
have emerged as prominent contributors to enhanced plant production (Davison, 1988;
Kloepper et al., 1989).

Scientific investigations on bioinputs provide substantiated evidence that aligns
with the anticipated economic gains of sustainable agricultural practices (Rouphael and
Colla, 2020). However, the efficacy of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) in
soil applications encounters uncertainties owing to the complex interplay of various
environmental factors that can influence their efficiency.

In order to enhance agricultural decision-making processes, further research
endeavors should be dedicated to comprehending the intricate responses of
microorganisms within the soil-plant system (Hartman et al., 2018). Generally, the PGPR
efficiency varies with soil fertility, salt stress, temperatures, hydric stress, diseases, and
abiotic factors (Bashan et al., 2014; Maluséa and Vassilev, 2014; Bittencourt et al., 2023).

Currently, persistent scientific investigations are imperative to address existing
knowledge gaps on the efficacy of bio-inputs across diverse crop types, varieties, soil
management techniques, edaphoclimatic conditions, as well as the intricate relationship
between soil quality and the responses of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)
within the soil-plant ecosystem.

PGPBs are widely found in various soils, especially the rhizosphere (Glick, 2012).
Their benefits are distinct, varying between species and strains of bacteria, with different

mechanisms related to their effects on plant growth and development (Souza et al., 2015).
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Several bacteria species have been evaluated as microbial products to boost plant growth
and protection. Among them, Herbaspirillum seropedicae has been increasingly tested as
a bioproduct, and Azospirillum brasilense formulation product has been placed as a best-
seller inoculant bio-stimulation and bio-fortification effects in the crops (Hungria et al.,
2010; Kour et al., 2019; Matteoli et al., 2020; Santos et al., 2021; Irineu et al., 2022).
Azospirillum is a facultative endophytic diazotrophic bacterium that colonizes the
rhizosphere and roots (Raffi and Charyulu, 2021). Herbaspirillum seems to be an obligate
endophyte, which has been isolated predominantly from the roots, stems, and leaves of
Gramineae and have low survival in the soil system (Roesh et al., 2006; Matteoli et al.,
2020).

A. brasilense is widely used in Brazilian agriculture, especially maize crops (Santos
et al.,, 2021). The described mechanisms of action are linked to the modulation of
phytohormones (Cassan et al. 2013), increased nutrient and water uptake (Ardakani et al.,
2011), the release of organic acids, which can solubilize calcium phosphates (Rodriguez
et al., 2004), and stimulation of plant resistance to abiotic stresses (Fukami et al., 2018;
Freitas et al., 2020). Similar underlined mechanisms were observed for H. seropedicae
inoculated plants. Alves et al. (2021) concluded that maize plants inoculated with H.
seropedicae showed higher vegetative development under low N availability in the soil.

These effects are related to biological nitrogen fixation (BNF) (Brusamarello-
Santos et al., 2017), modulation of enzymes in response to different types of stress (Nunes
etal., 2021; Irineu et al., 2022), and/or bioprotection and mitigation of water stress (Cura
et al.,, 2017; Da Fonseca et al., 2019; Azevedo et al., 2019; Da Piedade et al., 2017)
promoted by Herbaspirillum seropedicae.

The synergism and coexistence of bacteria in a microbiome depend on several
factors, such as infection niches, endophytic competence, species functionality, and
microorganism-soil-plant interactions (Zhang et al., 2021). Evaluating the potential for
co-inoculation between Herbaspirillum seropedicae and Azospirillum brasilense, Avila
et al. (2023) verified the strain's ability to increase production in organic maize culture
compared to the control. Dartora et al. (2016) concluded that co-inoculation can promote
foliar P increment in maize plants, vegetative development, and increased crop
productivity. To increase the efficiency of PGPBs, microbial consortia are being studied
to verify bacterial strains’ compatibility to enhance their co-inoculation benefits

(Lindemann et al., 2016). However, inconsistent results are reported (Zeffa et al., 2020),
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and such synergism may not be successful, mainly when co-inoculation is performed in
stressful environments (Yu et al., 2012).

A comprehensive understanding of the intricate interrelationships between soil,
plants, and microorganisms is essential under varying management conditions. Therefore,
the objective of this study was to assess, within a controlled greenhouse setting, microbial
inoculants formulated with Herbaspirillum seropedicae (strain HRC54) and Azospirillum
brasilense Ab-V5 (CNPSo 2083) and Ab-V6 (CNPSo 2084), applied as single inoculum
or co-inoculated and understand its action on the initial growth of maize (creole maize,
Fortaleza variety) in different edaphic conditions. These conditions represent a history of
soil use and management characterized by irrigation with swine wastewater and raw water
and the implementation of two tillage systems (conventional vs no-tillage). This study
aims to gain insights into the complex interactions among soil, plants, and
microorganisms and to elucidate effective soil management strategies that can enhance
the performance of microbial inoculants, ultimately leading to improved productivity of
creole maize (Zea mays L.).

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 - Management historical and soil characterization

The soil was collected in an experimental permanent plot to evaluate the dynamics
of organic matter and nutrients in the long term under the effect of two sustainable
management models: no-tillage and the use of swine wastewater. The permanent plots
were implemented in early 2017. Since then, five consecutive cycles of maize (Zea mays
L.) were conducted in two soil management systems: a no-tillage system with five years
of implementation (NT) and conventional tillage (CT); associated with the use of swine
wastewater (SW) in the irrigation of the maize crop, compared with raw water (RW)
(supplying 100% of the crop's water demand). In the NT, during the fallow period of the
soil, was planted the velvet bean (Stizolobium aterrimum). In the CT, tillage with
moldboard plow and disking was carried out before the maize crop cycle. Regarding
accumulated water in SW, approximately 5,169.5 m® ha' was applied during the four
maize crop cycles.

Part of the soil samples was stored in a cold chamber at approximately 4°C for the
characterization of enzymatic attributes: B-glucosidase (ug p-nitrophenol h't g) (B-G)
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(Eivazi and Tabatabai, 1988), dehydrogenase (ug TPF g* soil) (DGS) (Casida et al.,
1964), microbial biomass nitrogen (MBN), microbial biomass carbon (MBC) (Brookes
et al., 1982; Sparling and West, 1988; Islam and Weil, 2000). Non-cold samples were
used for the determination of total organic carbon (TOC) and potassium sulfate-extracted
carbon (C-soluble) (Yeomans and Bremner, 1988; Silveira et al., 2008) (Table 1). The
chemical attributes (non-cold samples) assessed included pH in water, exchangeable
AR+, Ca*+, Mg+, and Na+; available K and P; and H+Al, using the methods
recommended by Teixeira et al. (2017) (Table 1). Total organic carbon (TOC) was
evaluated by wet oxidation and dichromatometry with external heating (Mendonca and
Matos, 2017) (Table 1). The soil's granulometry (Teixeira et al., 2017) used in this study
comprised 640 g kg of sand, 100 g kg™ of silt, and 260 g kg™ of clay, classifying it as a

soil of medium texture.

Table 1 — Chemical attributes of soil samples before the implementation of the study in

a greenhouse under different management systems

Management Attributes HNT + HSW HCT + HSW  HNT + HRW  HCT + HRW

pH 5.32 5.45 5.54 5.48
P mg dm=3 43.4 53.6 30.8 25.4
K* mg dm=3 82.7 91.3 68.4 75.4
Na* cmole dm3 0.0 0.0 0.0 0.0
AP cmol; dm™ 0.2 0.0 0.0 0.0
Ca** cmolc dm3 1.7 2.0 1.8 1.9
Mg** cmolc dm3 0.4 0.5 0.4 0.4
EC mS m? 134.2 154.2 120.4 128.8
TOC g kg? 14.2 12.3 12.9 10.9
C-souble mg kg 22.0 19.8 9.7 8.0
MBC mg kg 484.3 481.2 475.6 469.0
MBN mg kg* 75.7 35.9 55.7 34.5
B-G 89.2 65.2 80.4 68.4
DGS 138.2 103.4 136.3 104.3

pH: Hydrogenionic Potential; P: Phosphorus available; K: Potassium available; Na: Exchangeable
sodium; Al: Exchangeable aluminum; Ca: Exchangeable calcium; Mg: Exchangeable
magnesium; EC: 838 Electrical conductivity. TOC: Total Organic Carbon; C-soluble: Carbon
soluble; MBC: Microbial Biomass 839 Carbon; MBN: Microbial Biomass Nitrogen; B-G: pB-
Glucosidase Enzyme (ug p-nitrophenol h*t gt); DGS; 840 Enzyme Dehydrogenase (ug TPF g
soil).

30



2.2 - Experimental design

The experiment was conducted in a greenhouse located at latitude 20° 45" 01"
South, longitude 41° 29' 18" West, with an altitude of 112 meters in the Southeast region
of Brazil. The greenhouse experienced maximum and minimum air temperatures ranging
from 35 to 25 °C (maximum) and 20 to 12 °C (minimum). The study followed a2 x 2 x 4
factorial scheme with four replications.

The first factor investigated the historical effect of a no-tillage system (HNT) and
conventional tillage system (HCT). The second factor assessed the historical effect of
successive irrigations with swine wastewater (HSW) and raw water (HRW), equivalent
to 100% of the actual evapotranspiration (ETc) of the maize crop. The third factor
comprised four treatments: TO: Without microbial inoculant and 100% of the fertilization
doses of NPK. T1: Herbaspirillum seropedicae (strain HRC54) + Humic Substances as a
vehicle for foliar spray (HS), with 40% of the fertilization doses of NPK. T2: Azospirillum
brasilense (seed inoculation with Ab-V5=CNPSo 2083 and Ab-V6=CNPSo 2084), with
40% of the fertilization doses of NPK. T3: Co-inoculation of Herbaspirillum seropedicae
(T1 treatment) + Azospirillum brasilense (T2 treatment), with 40% of the fertilization
doses of NPK. The doses of mineral fertilizers (N, P20s, and K>O - NPK) were based on
the recommendations of Novais et al. (1991).

2.3 - Implementation and conduction of the experiment

We used disinfected pots of 5 dm® (Morais et al., 2015), and the Fortaleza creole
variety maize seeds came from small regional producers. Before planting, the seeds were
also disinfested (Hungria et al., 2010).

Fertilization followed the recommendations of Novais et al. (1991) for studies in a
controlled environment, which included 100 mg dm of N, 300 mg dm™ of P, and 150
mg dm= of K. The TO treatments received 100% of these recommendations, while the
T1, T2, and T3 treatments received 40% of the recommendation. In terms of
micronutrient fertilization, all treatments received 100% of the recommendation, which
consisted of 0.81 mg dm™ of B, 1.33 mg dm™ of Cu, 1.55 mg dm™ of Fe, 3.66 mg dm™
of Mn, 0.15 mg dm™ of Mo, and 4.0 mg dm™ of Zn. Reagents for analysis (p.a.) were

used to supply macro and micronutrients.
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The Azospirillum brasilense was obtained from a commercial inoculant that
guaranteed 2 x 101 CFU L (colony-forming units per liter) and was applied by
homogenizing 100 mL for every 60,000 maize seeds.

The Herbaspirillum seropedicae (strain HRC54) was obtained from the Laboratory
of Cell and Tissue Biology collection (UENF). The multiplication of Herbaspirillum
seropedicae was carried out according to Dobereiner et al. (1995), involving bacterial
dilution in HS (Canellas et al., 2012) to achieve a concentration of 40 mg L* of C in HS
and 108 cells mL™. The C content of HS was determined using the method of Yeomans
and Bremner (1988), and the HS was extracted in a 1:10 proportion in water (Thiengo et
al., 2020).

The maize seeds were inoculated with Azospirillum brasilense and left to air-dry in
a cool place for 15 minutes before planting (five seeds per pot). After one week of
germination, two more homogeneous plants were retained per pot. The application of
Herbaspirillum seropedicae + HS was carried out through foliar spray, with 5 mL per
plant applied at the V4 and V8 stages (corresponding to the growth stages with 4 and 8
fully expanded leaves, respectively) (Canellas et al., 2012; Giori et al., 2010). The co-
inoculation process followed a similar procedure to the inoculation of Azospirillum
brasilense and Herbaspirillum seropedicae + HS within the same plant.

The experiment was irrigated with deionized water at 70% of field capacity, which
corresponded to the water demand required by the crop, and the soil moisture was

monitored daily.

2.4 - Morpho-agronomic attributes, leaf contents, and physiological parameters

Regarding morpho-agronomic attributes, the following were evaluated: plant height
(PH), shoot dry mass (SDM), root dry mass (RDM), and the SDM/RDM ratio. Shoot dry
mass and RDM were determined by sectioning and weighing the plant parts after drying
them in an oven.

At the end of the experiment, gas exchange measurements were evaluated in fully
expanded leaves using a portable infrared gas analyzer (IRGA), model LI 6400 XT
Portable Photosynthesis System (LI-COR, Lincoln, NE, USA), with a fixed light source
at 1000 mmol m? s of photosynthetically active photon flux density. Measurements
were taken on one plant per pot between 7:30 and 11:30 am, and the following variables

were obtained: A: net assimilation rate of CO (umol CO, m? s), E: transpiration rate
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(mmol H20 m? s?), gs: stomatal conductance (mol H,O m? s%), Ci: internal CO;
concentration (umol COz mol™?). linstantaneous water use efficiency (WUE) (A/E)
[(umol CO2 m? st)/(mmol H0 m?2 s?1)] and instantaneous carboxylation efficiency
(A/Ci) [(umol CO2 m2 st)/(umol CO, mol™)] were calculated (Konrad et al., 2005). Total
chlorophyll (TC) was obtained using the portable chlorophyll meter ClorofiLOG (model
CFL 1030 Falker).

In the maize leaf samples collected at the end of the experiment, the contents of K,
P, Ca, Mg, and Zn were evaluated following the methodology described by Silva (2009),
assisted by a microwave oven for leaf digestion using nitric acid. The analysis of N

content followed the methodology of Galvani and Gaertner (2006).

2.5 - Statistical analysis

We performed the analysis of variance (ANOVA) and F-test (p<0.05) to verify the
significance between effects and their interactions. Normal distribution was evaluated by
assessing skewness, kurtosis, and the Shapiro-Wilks normality test. When normal
distribution was not achieved, logarithmic transformations were applied to achieve
normal distribution in the data. In the event of a significant effect for the interactions, the
Tukey test was applied to compare the averages at 5% probability.

Factor analysis (FA) (Hair et al., 2009) was performed using the Principal
Components method to obtain eigenvalues, eigenvectors, factorial loads, samples scores,
and groups of interrelated variables. Factors with eigenvalues greater than one were
selected and then rotated using the orthogonal Varimax method (Hair et al., 2009).
Samples scores were evaluated by mean and standard deviation and multivariate scatter
plots with factorial loads.

The statistical procedures were performed using the Open Source software R and
Sisvar (Ferreira, 2019), using the DescTools package (Signorell et al., 2021) and the
Psych package (Revelle, 2022).

3. RESULTS

The statistical summary for each variable is presented in Table 2. Irrigation water
(IR) and treatments with and without microbial inoculants (B) significantly affected

maize plants' morpho-agronomic variables and leaf nutrient contents. Soil management

33



presented few significant effects, highlighting N and K leaf contents. Interaction effects
do not exist between different managements (SM and IR) and treatments (B), except for
stomatal conductance and instantaneous water use efficiency. The most significant p-
values in N, P, and K leaf contents occur in treatment with 100% fertilization. Prominent
impacts arising from the historical irrigation practices are evident, particularly in relation
to the variables RDM (root dry matter), K (potassium), Ca (calcium), and Mg

(magnesium).

Table 2 - Summary ANOVA (P-value) for the attributes of vegetative development,

mineral nutrition and gas exchange evaluated according to the treatments

Source of
Variation PH DMAP RDM N P K Ca Mg TC A/E Gs
SM 0.10 061 023 000 088 001 024 076 024 073 0.69
IR 069 017 001 001 054 0.00 000 0.00 0.01 009 055
B 0.24 000 031 0.00 000 0.00 083 083 0.00 063 o0.01
SM*IR 005 025 054 077 022 084 013 055 050 035 051
SM*B 0.07 096 023 000 031 002 083 013 0.07 0.72 0.00
IR*B 031 004 022 000 003 042 017 009 006 000 0.32

B*SM*IR 0.13 033 0.01 013 057 001 036 008 057 018 0.90

SM - Historical of soil management, IR — Historical of irrigation water, B — Microbial bio-inputs
treatments. PH - Plant height, RDM — Root dry mass, RDM - root dry mass, N - nitrogen leaf
content, P- phosphorus leaf content, K- potassium leaf content, Ca- calcium leaf content, Mg —
magnesium leaf content, TC — Total Chlorophyll, Gs — stomatal conductance, A/E — Instantaneous
water use efficiency.

3.1 - Morphoagronomic attributes

Overall, treatments did not influence plant height (PH) (Figures 1A and 1B). These
results indicate that treatments with 40% of NPK fertilizer (T1, T2, and T3, mean 271 =
135.8 cm) did not differ significantly (P<0.05) from TO (mean = 139 cm) with 100% of
NPK fertilization.

For shoot dry mass (SDM) accumulation (Figures 1C and 1D), complete
fertilization dose (TO) historically stood out statistically independent of irrigation and soil
management. It should be noted that SDM production, regardless of usage historical, in
treatments T1, T2, and T3 (mean = 39 g plant?) was, on average, 16.5 % lower than TO

(mean = 32.5 g plant™) (Figure 1C and 1D). For maize plants grown in soil with a no-till
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system and a historical of irrigation with wastewater (HSW), treatment T3 was
statistically superior (Figure 1D). For SDM comparing the effect of management
historical with conventional tillage (HCT) and considering only treatment T1, it was
observed that HRW was lower than HSW (Figure 1C).
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Letters compare treatments in the level of historical managment (land uses and irrigation) at the
5% significance level. The comparation of the types of water (HRW x HSW), within each
treatment (TO - without bioinputs and 100% fertilization, T1 — Herbaspirillum seropedicae + SH
with 40% of the fertilization, T2 — Azospirillum brasilense with 40% of the fertilization and T3 -
co-inoculation of H. seropedicae + SH with A. brasilense and 40% of the fertilization) is
represented by n.s (not significant) and P-values (p<0.001, p<0.01 and p<0.05).
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Figure 1 - Morphoagronomic attributes according to the historical of soil management
types (HNTS - historical with no-tillage system, HCPS - historical with conventional
planting system) and water used in irrigation (HSW - historical with swine wastewater,

HAB - historical with raw water).

The RDM responded to the treatments, especially when comparing HSW and HRW
(Figures 1E and 1F). In the plants in HCT treatment (Figure 1E), the roots showed more
significant development with the effect of HRW and when Herbaspirillum was used,
isolated in co-inoculated. In HCT, the effect of HRW on the increase of RDM was
highlighted in treatments TO and T1 (Figure 1F).

3.2 - Leaf nutrient contents

For leaf N content, plants grown in HNT soil stood out for TO treatment, increasing
more than 50% of their content, even with the same dose of mineral fertilizer used
(Figures 2A and 2B). Regardless of irrigation management, treatment TO in HCT (mean
=20.5 g kg) was lower than HNT (mean = 27.4 g kg™). Within treatment TO and in each
soil management system, the effect of HRW increases N content (Figures 2A and 2B).
The effect of microbial inoculants was more evident when plants were grown in soil with
HNT and with HSW, highlighting that co-inoculation with 40% fertilization (T3) (mean
= 21.75 g kg N) generated a slight decrease compared to treatment TO (100%
fertilization) (mean = 24.53 g kg* N) (Figure 2B). Treatment T3 was statistically superior
to T1 and T2, highlighting that this treatment (T3) in N content.

The microbial inoculant treatments with 40% fertilization did not increase leaf P
contents compared to TO. Higher P contents were observed in T3 treatments (Figure 2C).
Overall, among the studied nutrients, P presented the most significant decrease in
contentes when comparing treatments that received 100% of the fertilization - TO (5.4 ¢
kg) with soils treated with microbial inoculants, where 40% of the P dose was applied
(T1-3.09gkg? T2-29gkg? and T3 - 3.21 g kg?). In these treatments, the mean
reduction of leaf P contents was 43.9%.

Regarding leaf K content, treatments with soil under HSW showed higher K content
(Figures 2E and 2F). Higher K+ values were found in soils using SW (Table 1). A less
pronounced effect was observed under HNT, where co-inoculation (T3) outperformed the

other microbial inoculants (T1 and T2) (Figure 1F).
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Letters compare treatments in the level of historical managment (land uses and irrigation) at the
5% significance level. The comparation of the types of water (HRW x HSW), within each
treatment (TO - without bioinputs and 100% fertilization, T1 — Herbaspirillum seropedicae + SH
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co-inoculation of H. seropedicae + SH with A. brasilense and 40% of the fertilization) is
represented by n.s (not significant) and P-values (p<0.001, p<0.01 and p<0.05).

Figure 2 — Leaf contents of nitrogen, phosphorus and potassium according to the
historical of soil management types (HNTS - historical with no-tillage system, HCPS -
historical with conventional planting system) and water used in irrigation (HSW -

historical with swine wastewater, HAB - historical with raw water).
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Regarding the foliar contents of Ca and Mg (Figure 3), there was no difference
between microbial inoculants and soil usage historically. The main highlight is related to
the irrigation historical (HRW and HSW), in which HSW reduces the absorption of Ca

and Mg. It is emphasized that all treatments received the same dose of limestone.
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Letters compare treatments in the level of historical managment (land uses and irrigation) at the
5% significance level. The comparation of the types of water (HRW x HSW), within each
treatment (TO — without bioinputs and 100% fertilization, T1 — Herbaspirillum seropedicae + SH
with 40% of the fertilization, T2 — Azospirillum brasilense with 40% of the fertilization and T3 -
co-inoculation of H. seropedicae + SH with A. brasilense and 40% of the fertilization) is
represented by n.s (not significant) and P-values (p<0.001, p<0.01 and p<0.05).

Figure 3 - Leaf contents of Calcium and Magnesium according to the historical of soil
management types (HNTS - historical with no-tillage system, HCPS - historical with
conventional planting system) and water used in irrigation (HSW - historical with swine

wastewater, HAB - historical with raw water).

3.3 - Photosynthetic parameters
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Total chlorophyll (TC) contents were higher with 100% fertilization and without
the application of inoculants, highlighting moderate-higher levels within the effect of
HSW (Figure 4A). The instantaneous water use efficiency (A/E) is higher when microbial
inoculants are applied, mainly when A. brasilense is applied as a single strain (T1) or co-
inoculated with H. seropedicae (T3) (Figure 4C). It should be noted that this increase in
AJE only occurs in soil with HSW. Microbial inoculants influenced data related to
stomatal conductance (GS), with a more pronounced effect in HNT, particularly in
treatment T3 and under the effect of HSW (Figure 4F).
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with 40% of the fertilization, T2 — Azospirillum brasilense with 40% of the fertilization and T3 -
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co-inoculation of H. seropedicae + SH with A. brasilense and 40% of the fertilization) is
represented by n.s (not significant) and 986 P-values (p<0.001, p<0.01 and p<0.05).

Figure 4 - Total Chlorophyll (CT), Instantaneous water use efficiency (A/E) and Stomatal
conductance (Gs) according to the historical of soil management types (HNTS - historical
with no-tillage system, HCPS - historical with conventional planting system) and water
used in irrigation (HSW - historical with swine wastewater, HAB - historical with raw

water).

3.4 - Multivariate Statistics

Factor Analysis (FA) (Table 3) evaluated the interrelated variables and their
relationship with the treatments. The first six factors explained 76% of the total data

variability and that present eigenvalue greater than 1 (Hair et al., 2009).

Tabele 3 — Factor loadings of the morpho-agronomic attributes, leaf contents,
physiological attributes, eigenvalues and explained variance of the factors after the

Varimax orthogonal method

Eigenvalue 3.35 2.65 216 1.83 1.64 1.29
Explained Variance % 19.7 15.6 12.69 10.79  9.66 7.57 )
Accumulated Variance % 19.7 35.3 45.0 58.8 68.4 76.1 Comm:mallt
Variables @ Factor  Factor Factor Factor Factor Factor R
1 2 3 4 5 6

PH 0.20 -0.03 0.06 008 -0.10 0.85 0.33
SDM 0.77 0.07 005 0.25 0.11 0.26 0.75
RDM 0.01 0.09 -0.04 -096 0.04 0.02 0.92
SDM/RDM 0.28 -0.04 0.08 0.92 0.00 0.08 0.93
N 0.72 0.10 0.07 009 -024 0.05 0.53
P 0.85 0.28 -0.14 -0.06 0.12 0.06 0.81
K 0.60 0.13 043 0.17 0.11 0.03 0.55
Ca -0.03 0.06 -0.87 002 -0.14 0.16 0.53
Mg 0.10 -0.02 -082 -0.09 018 -0.19 0.45
Zn 0.66 -0.10 -0.30 -0.28 0.08 0.20 0.48
TC 0.75 0.14 -0.01 0.20 0.03 -031 0.65
A -0.11 -0.86 -0.01 0.06 0.44 0.01 0.96
GS -0.13 -0.82 -0.02 012 -024 -0.12 0.69
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Ci -0.10 -0.58 022 -022 -045 -0.27 0.56

E -0.19 -086 -0.04 0.04 -019 0.19 0.95
A/E 0.12 0.10 010 -0.01 0.88 -017 0.93
A/CI 0.14 -0.16 0.16 013 -040 -0.36 0.32

@ Factor loadings: strong - > 0.7 (in bold) and moderate - between 0.7 and 0.5 (Hair et al., 2009).
@ PH - Plant height, SDM — Shoot dry mass, RDM - root dry mass, N — nitrogen leaf content, P-
phosphorus leaf content, K- potassium leaf content, Ca- calcium leaf content, Mg — magnesium
leaf content, Zn — Zinc leaf content, TC — Total Chlorophyll; A — net assimilation rate of CO,, Gs
— stomatal.

Factor 1 retained 19.69% of the total variability in the original data, and the highest
positive factor loadings were related to the attributes SDM, N, P, and CT (Table 3),
indicating the effect of fertilization on plant growth and nutrient uptake. There was a
positive relationship between SDM and macronutrient levels, indicating that the relative
growth rate of dry matter follows the relative rates of nutrient uptake. The attributes A,
GS, and E group had the highest negative loadings in Factor 2 (15.6% of the explained
variance) (Table 3). Factor 2 is directly associated with physiological changes in the plant,
which did not show a direct relationship with morpho-agronomic or nutritional attributes.

The multivariate scatter plot demonstrates the substantial contribution of treatments
that received 100% fertilizer in the variable group of Factor 1 (SDM, N, P, and CT)
(Figure 5A). For Factor 2, where a negative factor loading of the E, GS, and A variable
group is observed, there is a highlighted contribution of treatments with microbial
inoculants (T1, T2, and T3) and under the effect of HNT (Figure 4A). Isolating the effects
and evaluating scores based on treatments (Figure 6), there is a small contribution of co-
inoculation treatments (T3) to Factor 1 (Figure 6A) and a better contribution (T3) to
Factor 2 (Figure 6B), which is associated with plant physiological attributes.

Factor 3 (12.7%) had a solid negative factorial loading of leaf Ca and Mg contents.
The positive scores attributed to the effects of HSW (Figure 4B) indicate an inverse
contribution such that using HSW difficult the plant's absorption of Ca and Mg (Figure
4B). Factor 4 (9.6%) had a strong negative factor loading of the RDM and a positive
factorial load of the SDM/RDM relationship. In a way, there was a strong influence on
treatments, management history, and water type. The multivariate scatter plot (Figure 4B)
demonstrates the higher contribution of microbial inoculants in increasing RDM and
fertilization (100% of the dose) in increasing the SDM/RDM relationship. No treatment
effect was observed in the variance of Factor 3 (Figure 5C), which was explained solely

by the effect of irrigation management. For Factor 4 (Figure 5D), the effects of T1 and
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T3 are highlighted. Inoculations with Herbaspirillum seropedicae + HS (isolated or co-
inoculated) generated higher RDM values when considering treatments with microbial
inoculants.

Factor 5 (9.6% of explained variation) and Factor 6 (7.6% of explained variation)
had less participation in data variation, with greater emphasis on the effect of treatments
on the variance of these factors. Factor 6 demonstrates a tendency towards an inverse
relationship with T3; that is, the application of co-inoculation is inversely proportional to
PH (Figure 5F).
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effect of successives irrigations with raw water.

of NPK, SW — Historical effect of successives irrigations with swine wastewater, RW — Historical

Figure 5 — Graphical representation of the factor loadings of the variables (> 0.7) and

factors with eigenvalues above 1.
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Factor (F1, F2, F3, F4, F5 and F6) and it is proportional explications of data variation,
grouped only by treatments T1 — Herbaspirillum seropedicae + SH with 40% of the

fertilization, T2 — Azospirillum brasilense with 40% of the fertilization and T3 — co-
inoculation of H. seropedicae + SH with A. brasilense and 40% of the fertilization.

4. DISCUSSION

The efficacy of microbial bio-inputs in maize is subject to multiple influencing
factors (Mbuthia et al., 2015; Wang et al., 2020), including the specific type and dosage
of fertilization applied (Skonieski et al., 2019), as well as the selection of cultivars,
varieties, and hybrids (Alves et al., 2021). Other factors also directly affect the growth

performance of host plants; soil type, moisture, salinity, pH variation and temperature

(Bhat et al., 2023). The present study emphasizes cultivating a variety of creole maize

under optimal soil moisture and base saturation conditions, with variations in NPK

fertilization under the influence of soil management effects (conventional and no-tillage)
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and types of irrigation water (swine wastewater and raw water). In this context, few
studies centred on the interaction between soil management, irrigation types and
microbial inoculants (Table 1). Such interactions are more evident for stomatal
conductance and instantaneous water use efficiency (Table 1, Figure 4C-F).

The results of our study corroborate with those described in the literature; strains of
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae, in single strain formulation or
co-inoculated, can display physiological changes in plants, promoting changes in root
architecture and aboveground plant parts (Cassan et al., 2013; Cura et al., 2017). Even
with a significant reduction in fertilization (lowered by 60%), the impact on some
variables, such as plant height, shoot dry mass, and N-K content, was less significant due
to the benefits of microbial inoculants. Such reduction in fertilization dose decreased
approximately 11.8 to 21.1% in shoot dry mass. Leite et al. (2006), evaluating the
phosphate fertilization and dose-response relationship for maize in pot experiments,
indicated a reduction of approximately 48% in SDM maize when reducing 60% of the
phosphate fertilization doses while keeping other nutrients at optimal levels.

The biofertilization effect was less expressive (Figure 2). However, considering the
low-input treatments with microbial inoculants and 40% of the fertilizer dose, only the
co-inoculation (treatment T3) stands out in Factor 1 (Figure 5A) of more significant
explanation of data variance (Table 3) and where there is a strong relationship between
SDM, N, P and CT (Table 3, Figure 5A). Nitrogen acquisition stands out with the co-
inoculation of bacteria (T3 treatment) and under the effects of no-tillage and swine
wastewater management. H. seropedicae and A. brasilense co-inoculated have been
associated with better agronomic effects in maize than inoculated alone (Dartora et al.,
2016).

The effect of co-inoculation may be related to the production of indole compounds
(ICs), which according to Cortés-Patifio et al. (2021), Azospirillum sp. and
Herbaspirillum sp. can coexist and produce larger quantities of ICs when co-inoculated,
such as auxin and indole-3-acetic acid (IAA). These compounds have physiological
importance in bacteria-plant interactions, promoting photostimulation (Spaepen et al.,
2007) and the formation of lateral roots, decreasing the length of the primary root and
increasing the formation of fine root (Vacheron et al., 2013). Therefore, allowing greater
nutrient uptake and, consequently, higher biomass production.

Promoting growth effects can be intensified in soil environments that favour carbon

input, enabling higher stability of the soil microbial community (Wang et al., 2020), as
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reported by Semenov et al. (2020), who observed a positive influence of the soil carbon
on the Azospirillum sp. population. In this work, historical management of no-tillage and
swine wastewater use improve de efficiency of microbial bio-input in co-inoculation
treatment (T3) (Figure 1D and 2B). No-tillage management and swine wastewater
irrigation water generate higher biological quality of the soil (Table 1), where higher
values of TOC, C-soluble, MBN, B-G, and DGS are observed (Table 1), indicating good
soil quality and active microorganisms associated with the N cycle (Adeboye and Bala,
2011). The C-soluble indicator indicates labile C in the soil (Silveira et al., 2008).

Thus, the deposition of residues from the HNT plus the residual effect of irrigation
with HSW increases labile organic carbon in the soil and higher biological quality. In this
condition, bio-stimulation and/or bio-fertilization effects can also be generated by native
bacteria (Adeli et al., 2008). Populations of Azospirillum spp. are widely distributed in
tropical soils (Dobereiner and Day, 1976), mainly in the environment with no soil
disturbance, higher organic matter content and live plants in the off-season (Bashan et al.,
1995). The bacteria inoculation has provided significant increases in the grain yield of
maize for soil attributes (organic matter, texture, tillage management), and, in general,
clay soils and no-tillage management stand out (Barbosa et al., 2022).

Concerning the irrigation historical and conventional tillage, HSW generally
decreased N levels in the plant without microbial inoculants. Such an effect may be
related to the assimilation of N by the plant, a process that demands variable energy
expenses depending on the available form of N in the soil. For the assimilation of NO3",
the plant consumes more energy than in comparison to NH4* (Bloom et al., 1992;
Bredemeier et al., 2000). In the study by Guidinelle (2019), it is observed that there is na
addition of NOs™ in the system due to the application of SW, being able to influence the
final absorption of N in the function of the energy expenditure of the plant.

The biostimulant effect was better expressed in Factors 2 and 4 (Table 3).
Considering the influence of microbial inoculants on root development, treatments T1,
T2, and T3 stand out, which presented higher RDM (Figure 5B and 5D). This effect
reinforces the hypothesis that microbial inoculants under abiotic stress conditions (lower
fertility) tend to have more noticeable effects on root development when compared to a
condition without microbial inoculants (Mahmud et al., 2021). According to Azevedo et
al. (2019), applying Herbaspirillum seropedicae with humic substances causes
physiological alterations in maize roots, increasing root length. A study by Barbosa et al.

(2021), which compiled 60 studies conducted in different regions of Brazil, showed that
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inoculating maize with Azospirillum brasilense increased root dry mass by an average of
12.1%.

The RDM responses were higher when the maize was cultivated in the soil with
historical irrigation with raw water (HRW) (Figure 1E) and when associated with a strain
of Herbaspirillum sp. (Treatments T1 and T3, Figures 1E and 1D). This bacteria is
specialized in colonizing the inside of the plants, i.e. have better endophytic competence
(Roesh et al., 2006). This represents an ecological advantage over bacteria such as
Azospirillum sp., which usually colonize the rhizosphere. The biostimulant effect of this
strain is associated with the produced compounds that generate the H+ concentration
gradient in the cell due to the hydrolysis of the ATP proton pump, allowing the symport
movement of molecules and the flow of nutrients in the apoplast (Olivares et al., 2017,
Guan and Liu, 2020). The relationship between RDM and nutrients was low (non-
significant correlations), demonstrating that the direct effect of root growth and nutriente
uptake was less evident.

The bio-stimulant effects on plant physiology were better expressed by Factor 2
(Table 3). The positive effects of treatments with microbial inoculants were observed
compared to 100% fertilization (Figure 6). In general, treatments T3 and T2 under HSW
conditions (Figure 4F) showed the highest values of GS in the plant, which are directly
correlated to Ci. This correlation can be explained by the higher photosynthetic rate,
increasing the consumption of Ci, which may have stimulated stomatal opening, thus
elevating GS (Kuwahara and Souza, 2009). It is a positive result, showing stomatal
function controlling the absorption of CO> and, consequently, plant production (Costa
and Marenco, 2007). In addition, microbial inoculants increased the instantaneous water
use efficiency (A/E), meaning plants can produce more by consuming less water (Silva
et al., 2016). Oliveira (2020) reported similar results when Herbaspirillum seropedicae
Is associated with humic substances.

Management practices focusing on using effective soil microbiomes under low
fertility to promote healthy ecosystems and supporting the sustainable management of
soil ensure world food security (Hungria and Vargas, 2000). A more stable production
system under moderate nutrient stress consuming fewer non-renewable resources like
fertilizer may be reached in a no-tillage system with swine wastewater use. In our work,
N contents in HCT and HRW with 100% of fertilizer (22.2 + 1.37 g kg™!) are the no-
significant difference (P<0.001) to HNT and HSW with 40% of fertilizer (21.7 = 1.68 g
kg™d). In the same way, SDM in HCT and HRW with 100% of fertilizer (40.2 + 1.4 g kg~
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1y are the less expressive difference (P<0.05) to HNT and HSW with 40% of fertilizer
(35.7+ 1.2 g kg?).

For leaf K content, it was observed that, in general, maize plants grown in soil HSW
presented higher leaf values (Figure 2F), corroborating with soil K+ levels (Table 1) and
with the results found by Guidinelle et al. (2023), who found higher leaf K contentes
when irrigating maize with swine wastewater compared to plants irrigated with raw water.
Regarding foliar contents of Ca and Mg, maize plants grown in soil with HSW (Figure 5)
decrease their uptake. There was no significant influence of the effects of soil
management and treatments on leaf Ca and Mg contents. This fact is related to the high
ion saturation in the soil solution, which can form ionic pairs with Ca** and Mg?",
reducing plant uptake. These results can be corroborated by the high electrical
conductivity value (Table 1) and the composition of HSW, which is rich in sulfates,
nitrates, and low molecular weight organic acids, according to Guidinelle et al. (2023).
High values of sulfate and nitrite can form ionic pairs such as CaNOs, CaSOs, and
MgSOs, reducing the activity of the ion in solution and its uptake by the plant (Zambrosi
etal., 2007).

5. CONCLUSION

Using microbial inoculants presents a promising avenue to reduce reliance on
chemical fertilization while enhancing production efficiency. The treatments with
reduced application of fertilizer doses associated with microbial inoculants exhibited
satisfactory effects on morpho-agronomic attributes and resulted in the improved
physiological quality of maize.

The soil with historical management with a no-tillage system and irrigation with
swine wastewater provided a more favourable edaphic environment and biological
quality, presumable maintaining the introduced microbial population and/or promoting
the action of native bacteria. The beneficial effects of microbial inoculants on maize's
vegetative development occurs mainly when Azospirillum and Herbaspirium were co-

inoculated as bio-inputs.
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CAPITULO 2 - CRESCIMENTO DE MILHO EM CONDICOES DE
RESTRICAO HIDRICA: BIOINSUMOS BIOLOGICOS E HISTORICOS DE
MANEJO @

RESUMO

Dada a limitacdo de recursos naturais para a producéo agricola, sobretudo solo e agua, os
estudos que buscam suprir essas necessidades se mostram cada vez mais importantes.
Nesse cenario, 0s bioinsumos destacam-se como uma op¢éo de grande potencial, devido
a sua habilidade em modular mecanismos nas plantas que auxiliam na superacdo de
estresses bidticos e abioticos, estimulando a capacidade de absorcéo de dgua e nutrientes
em diversas condi¢cdes de manejo. Deste modo, objetivou-se neste estudo € avaliar, em
casa de vegetacdo, o efeito de bioinsumos a base de Herbaspirillum seropedicae e
Azospirillum brasilense no crescimento inicial e nutricdo do milho crioulo, sob condigdes
de menor disponibilidade hidrica em solos com diferentes historicos de manejo. Foram
avaliados dois histdricos de sistemas de manejo do solo, dois histéricos de irrigacdo e
quatro niveis com bioinsumos microbianos: TO - sem bioinsumos microbianos e doses de
100% de adubacdo NPK; T1 — H. seropedicae + substancias himicas (SH) e 40% de
adubacdo NPK; T2 — A. brasilense e 40% de fertilizacdo NPK; T3 — co-inoculagao (H.
seropedicae + SH e A. brasilense). Mesmo com uma reducédo de 60% na adubacdo NPK
e em condicGes de menor disponibilidade hidrica, os bioinsumos surgem como uma
tecnologia promissora na agricultura, com o potencial de aumentar a eficiéncia no uso de
fertilizantes e a viabilidade de substituir parte das necessidades de adubacdo na cultura
do milho. Quando em co-inoculacdo, houve uma reducdo média de 7,8% no teor foliar de
N em comparacgdo ao tratamento sem bioinsumos com 100% da adubagdo. As respostas
observadas nos atributos fisioldgicos indicam fortes influencias dos tratamentos com

aplicacdo dos bioinsumos bioldgicos.

Palavras chave: inoculantes microbianos, agua residuaria de suinocultura, sistema

plantio direto, nutricdo de milho, disponibilidade hidrica.
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A MAIZE GROWTH UNDER WATER RESTRICTED CONDITIONS:
BIOLOGICAL BIOINPUTS AND MANAGEMENT HISTORY

ABSTRACT

Given the limitation of natural resources for agricultural production, especially soil and
water, studies that seek to meet these needs are increasingly important. In this scenario,
bioinputs stand out as an option with great potential, due to their ability to modulate
mechanisms in plants that help to overcome biotic and abiotic stresses, stimulating the
capacity to absorb water and nutrients under different management conditions. Therefore,
the objective of this study is to evaluate, in a greenhouse, the effect of bioinputs based on
Herbaspirillum seropedicae and Azospirillum brasilense on the initial growth and
nutrition of creole maize, under conditions of lower water availability in soils with
different management histories. Two histories of soil management systems, two histories
of irrigation and three treatments with microbial bioinputs were evaluated: TO - without
microbial bioinputs and doses of 100% NPK fertilizer; T1 — H. seropedicae + humic
substances (SH) and 40% NPK fertilizer; T2 — A. brasilense and 40% NPK fertilization;
T3 - co-inoculation (H. seropedicae + SH and A. brasilense). Even with a 60% reduction
in NPK fertilization and in conditions of lower water availability, bioinputs emerge as a
promising technology in agriculture, with the potential to increase efficiency in the use
of fertilizers and the feasibility of replacing part of the fertilization needs in agriculture
in maize culture. When in co-inoculation, there was an average reduction of 7.8% in foliar
N content compared to the treatment without bioinputs with 100% fertilization. The
responses observed in physiological attributes indicate strong influences of treatments

with the application of biological bioinputs.

Keyword: microbial inoculants, pig farming wastewater, direct planting system, maize

nutrition, water availability.
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1. INTRODUCAO

A indisponibilidade de agua apresenta uma tendéncia de se intensificar frente as
mudancas climaticas, impactando diretamente a producéo agricola. Diversas alternativas
adaptativas estdo sendo pesquisadas e o uso de bioinsumos na agricultura vem se
despontando como uma tecnologia promissora gerando efeito bioestimulante e de defesa
natural contra stresses abidticos. S&o diversos os trabalhos cientificos que demonstram
seus efeitos positivos nas mais diversas culturas e condi¢des de uso e manejo do solo,
destacando-se 0s inoculantes microbianos e em particular as bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) (Alves et al., 2021; Nunes et al., 2021).

Dentre elas as dos géneros Azospirillum (Cassan & Diaz-Zorita, 2016) e
Herbaspirillum (Matteoli et al., 2020), se destacando quanto ao incrementando na
produtividade das culturas agricolas mesmo em situaces edafoclimaticas adversas de
stresses abiodticos e biodticos. Além disso, a construcdo de um ambiente edéafico
diversificado em funcdo de diferentes formas de manejo pode gerar respostas
diferenciadas para uma mesma BPCV. A eficiéncia de inoculantes microbianos no milho
é influenciada por diversos fatores como manejo (Wang et al. 2020), tipo de solo, umidade
e temperatura (Whipps et al., 2008), quantidade de adubacdo e tipo de cultivares,
variedades e hibridos (Skonieski et al., 2019).

O uso do Azospirillum sp. na agricultura é consolidado, existindo cepas
selecionadas com potencial de uso para diferentes culturas (Santos et al., 2021), sendo
um género versatil possuindo indmeros mecanismos potenciais de bioestimulagdo e
biofortificacdo que influenciam positivamente o crescimento da planta (Bashan et al.,
2010). J& o Herbaspirillum sp. apresenta mecanismos atribuidos a producdo de
fitohorménios, fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (Fonseca et al., 2016) e alteracdes
fisioldgicas nas plantas que potencializam o aproveitamento de &gua e nutrientes
(Azevedo et al., 2019).

Com a hipotese de que o efeito promotor de crescimento de plantas de estirpes
selecionadas de Azospirillum sp. e Herbaspirillum sp. em condigdes de menor
disponibilidade hidrica podem apresentar respostas variaveis a depender das condicdes
de manejo, objetivou-se neste estudo avaliar, em casa de vegetagcdo, o efeito de
bioinsumos a base de Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC54) associado com
substancias humicas e Azospirillum brasilense (estirpes CNPSo 2083 e 2084) no

crescimento inicial e nutricdo do milho crioulo, sob condi¢des de menor disponibilidade
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hidrica em solos com histérico de uso sob irrigacdo com agua residuaria de suinocultura

e sob sistema plantio direto e convencional.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 - Historico de manejos e caracterizacédo do solo

O solo foi coletado em uma unidade experimental permanente na qual se avalia a
longo prazo o efeito de dois modelos de manejo sustentaveis: plantio direto e uso de agua
residudria de suinocultura. As parcelas fixas foram implantadas no inicio de 2017, onde
foram conduzidos quatro ciclos consecutivos de cultivo de milho (Zea mays L.) em dois
sistemas de manejo do solo: sistema plantio direto (SPD) e sistema plantio convencional
(SPC) irrigados com &gua residuaria de suinocultura (ARS) e &dgua bruta (AB) (suprindo
100% da demanda hidrica da cultura). No SPD, realiza-se o plantio da mucuna-preta
(Stizolobium aterrimum) no periodo de pousio do solo. No SPC realiza-se a aragéo e
gradagem do solo antes do plantio de cada ciclo de cultivo do milho. Com relacdo a ARS
foram aplicados 5.169,5 m® ha! durante os 4 ciclos de cultivo do milho. As amostras
usadas no presente estudo sdo representativas do efeito desses quatro tipos de manejos
sobre o solo durante 5 anos.

Coletou-se amostras da profundidade de 0-20 cm. Amostras compostas (10
amostras simples) representativas do solo de cada manejo foram coletadas para conducéo
do experimento em casa de vegetacdo e caracterizacdo (Tabela 1). Parte dessas amostras
foram armazenadas refrigeradas (+ 4°C), para realizacdo da caracterizacdo dos atributos
biologicos: B-glucosidase (g p-nitrofenol ht g ) (B-B), desidrogenase (ug TPF g™ solo)
(DSN), nitrogénio da biomassa microbiana (NBM), carbono da biomassa microbiana
(CBM), carbono orgénico total do solo (COT) e carbono extraido com sulfato de potéssio
(C-soluvel) (Tabela 1) (Jat et al., 2020). A granulometria do solo utilizado no trabalho era
composta de 640 g kg™ de areia, 100 g kg™ de silte e 260 g kg™ de argila, tratando-se de

um solo de textura média.
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Tabela 1 — Atributos quimicos das amostras de solos antes da implantacdo do estudo em

casa de vegetacdo, em diferentes sistemas de manejo

Atributos Manejo
HSPD + HARS HSPC + HARS HSPD + HAB HSPC + HAB
CE mS m* 134,2 154,2 120,4 128,8
coT g kg 14,2 12,3 12,9 10,9
C-soltvel mg kg 22,0 19,8 9,7 8,0
CBM mg kg 484.3 481,2 475,6 469,0
NBM mg kg 75,7 35,9 45,7 34,5
B-G 82,9 65,2 80,4 68,4
DSN 138,2 103,4 136,3 114,3

CE: Condutividade elétrica. COT: Carbono Organico Total; C-soltvel: Carbono soltvel; NBM:
Nitrogénio da Biomassa Microbiana; CBM: Carbono da Biomassa Microbiana; -G: Enzima B-
Glucosidase (ug p-nitrofenol h* g1); DSN; Enzima Desidrogenase (ug TPF g solo).

2.2 - Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e as temperaturas variaram,
entre 35 e 25 °C, de mé&ximas e de 20 e 12 °C de minimas. O experimento foi conduzido
em esquema fatorial em blocos casualizados 2x2x4, com quatro repeti¢cbes. No primeiro
fator foi estudado o efeito do histérico de manejo com sistema plantio direto (HSPD) e
plantio convencional (HSPC). No segundo fator avaliou-se o efeito acumulado de
irrigacOes sucessivas com agua residudaria de suinocultura (HARS) e agua bruta (HAB),
equivalente a 100% da evapotranspiracdo real da cultura do milho — Etc. O terceiro fator,
como forma de avaliar o efeito dos historicos de uso sob a eficiéncia de bioinsumos
microbianos do crescimento do milho, delineou-se 4 niveis: TO - sem o©s
bioinsumos e 100% da adubacgdo, T1 — Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC54) +
Substancias Humicas como veiculo (SH) com 40% da adubacdo, T2 — Azospirillum
brasilense (estirpes CNPSo 2083 e 2084) com 40% da adubacdo e T3 - co-inoculagdo
de Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC54) + Substancias Hamicas como veiculo
(SH) com Azospirillum brasilense (estirpes CNPSo 2083=Ab-V5 e CNPSo 2084=Ab-
V6) e 40% da adubacdo. As doses dos fertilizantes minerais (N, P20s e K20 - NPK) foram

baseados nas recomendagdes de Novais et al. (1991), para a cultura.
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2.3 - Implantagéo, conducéo do experimento e restrigdo hidrica

Para realizar o experimento, foram empregados recipientes de 5 dm?3, designados
como unidades experimentais. Esses recipientes passaram por um processo de
desinfestacéo, e as sementes de milho utilizadas pertencem a variedade crioula Fortaleza,
obtidas de um agricultor familiar regional. Antes do plantio, as sementes foram
submetidas a desinfestagao.

A adubacdo seguiu recomendagfes de Novais et al. (1991) para estudos em
ambiente controlado (100 mg dm™ de N, 300 mg dm= de P e 150 mg dmde K). O nivel
TO recebeu 100% da recomendacéo e os niveis T1, T2 e T3 40% da adubacdo. Para
adubagdo com micronutrientes todos os tratamentos receberam 100% da seguinte
recomendagdo: 0,81 mg dm de B, 1,33 mg dm™ de Cu, 1,55 mg dm™ de Fe, 3,66 mg
dm de Mn, 0,15 mg dm™ de Mo e 4,00 mg dm™ de Zn. Para o fornecimento de macro e
micronutrientes foram utilizados reagentes para analises (p.a.). O solo previamente
triturado e peneirado em peneira de 4,0 mm, foi incubado por um periodo 30 dias para
realizacdo da correcdo da acidez, elevando a saturacao de bases (V) a 60% em todos os
tratamentos.

O A. brasilense (estirpes CNPSo 2083=Ab-V5 e CNPSo 2084=Ab-V6) foi
adquirido por inoculante comercial com de 2 x 10 Unidade Formadora de Col6nias
(UFC) L no produto, sendo aplicado e homogeneizado 100 mL para cada 60.000
sementes de milho. O H. seropedicae (estirpe HRC54) foi adquirido da colecdo da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Realizou-se a multiplicacdo
do H. seropedicae e dilui¢do em substancias hiimicas (SH) a fim de obter 40 mg L™ de C
das SH e 108 células mL™* (Thiengo et al., 2023).

Antes do plantio as sementes foram inoculadas com A. brasilense. O plantio foi
realizado com 5 sementes de milho por vaso e, ap6s uma semana de germinacéao, realizou-
se 0 desbaste, mantendo duas plantas por vaso. A aplicacdo do H. seropedicae + SH foi
realizada via foliar, em dois estadios de desenvolvimento das plantas (V4 e V8) (Giori et
al., 2010), aplicando-se 5 mL por planta em cada aplicacdo, recobrindo-se totalmente a
superficie das folhas. O processo para a co-inoculacao foi realizado de forma similar &
inoculacédo do A. brasilense e do H. seropedicae + SH, porém, repetido na mesma planta.

A restri¢do hidrica foi imposta realizando uma irrigacdo correspondente a 45% do
volume total de poros. Assim, a manutengdo da umidade do solo foi realizada através da

pesagem diaria do material experimental unidades.
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2.4 - Atributos morfoagrondmicos, teores foliares e parametros fisioldgicos

Apds 60 dias de emergéncias das plantas foi realizado o desmonte do experimento.
Em relagdo aos atributos morfoagronémicos foram avaliados: altura de planta (AP),
massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR). MSPA e MSR foram
avaliados depois da secagem em estufa.

Avaliou-se a medicdo de trocas gasosas em folhas totalmente expandidas por meio
do analisador a gas infravermelho portatil (IRGA), modelo LI 6400 XT Portable
Photosynthesis Siystem (LI-COR, Lincoln, NE, USA), utilizando uma fonte luminosa fixa
em 1000 mmol m? s de intensidade de fluxo de fotons fotossintéticos. As medicdes
foram realizas em uma planta por vaso entre 7:30 e 11:30 horas obtendo-se as seguintes
variaveis: A — taxa de assimilacdo liquida de CO2 (umol CO, m? s?); E — taxa de
transpiragdo (mmol H,O m s?); gs — condutancia estomatica (mol H,O m?2 s?); Ci —
concentragdo interna de CO, (umol CO, mol?). Calculou-se também a eficiéncia
instantanea no uso da agua (EUA) (A/E) [(umol CO2 m? s/ (mmol H,0 m2 st ea
eficiéncia instantanea de carboxilagio (A/Ci) [(umol CO2 m2 s1)/ (umol CO, molY). A
clorofila total (CT), obtida com a utilizacdo do clorofildbmetro portétil ClorofiLOG
(modelo CFL 1030 Falker).

Nas amostras de folha de milho, coletadas ao término do experimento, foram
avaliados os teores de N, P, K, Ca e Mg, seguindo a metodologia descrita por Silva (2009),

assistido por forno de micro-ondas para digestdo foliar utilizando-se acido nitrico.

2.5 - Andlise estatistica

Com os resultados dos dados experimentais foi realizado a andlise de variancia
(ANOVA), aplicando-se o teste F (p<0,05) para verificar a significancia dos efeitos dos
fatores e das suas interagdes. A distribuicdo normal foi avaliada pela assimetria, curtose
e teste de normalidade Shapiro-Wilks e a homocedasticidade pelo teste de Bartlett.
Quando néo atendida tais pressuposicoes, foram efetuadas transformacdes logaritmicas a
fim de adequar os dados a analise de variancia. Em caso de efeito significativo para as
interacOes, aplicou-se o teste Tukey para comparagdo das médias a 5% e 1% de

probabilidade.
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Foi realizada a Analise de Compenente Principais (ACP) (Hair et al., 2009), a partir
da matriz de correlacéo das variaveis, obtendo-se os autovalores, autovetores e grupos de
variaveis inter-relacionadas. Foram selecionados os Componentes com autovalor maior
que 1 (Hair et al., 2009). Os escores foram avaliados por meio de média e erro padrao.

Os procedimentos estatisticos foram realizados por meio dos softwares Open

Source R utilizando-se os pacotes DescTools e Psych (R Core Team, 2016).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Atributos Morfoagronémicos, teores foliares e fisiologia

Para a caracterisitica Altura de Planta (AP), foi observado que sob efeito de
historico de manejo com sistema plantio convencional (HSPC) e histérico de manejo com
agua residuaria de suinocultura (HARS) (Figura 1A), o TO (100% de adubacdo NPK) foi
estatisticamente inferior aos demais tratamentos e, em contrapartida, histérico de manejo
com agua bruta (HAB) (Figura 1A) os tratamentos se mostraram estatisticamente iguais.
Para o historico de manejo com sistema plantio direto (HSPD) (Figura 1B), independente
do histdrico de irrigacdo no campo todos os resultados foram estatisticamente iguais em
relacdo a AP. Com relacdo a MSPA, existe uma tendéncia geral de menores valores sob
HARS (Figura 1C e 1D). Destaca-se tratamento TO estatisticamente igual ao tratamento
T2 (A. brasilense + 40% da adubacdo) sob efeito de HSPC e HAB. O tratamento TO é
estatisticamente superior aos demais considerando o HSPD e HARS. Para MSR sob efeito
do HSPC todos os tratamentos foram estatisticamente iguais independente do historico
de irrigacdo no campo. Para HSPD os tratamentos T0, nas duas condic6es de historico de
irrigagéo no campo, foram estatisticamente inferiores aos demais tratamentos, exceto, TO
em ARS que néo difere de T1.

Em relacdo aos resultados morfoagronémicos, majoritariamente observou-se que
ndo houve diferenca significativa entre tratamentos com bioinsumos em diferentes
historicos de irrigacdo no campo e manejo. Nos resultados de AP e MSPA no HSPC para
o tratamento TO, o HAB foi estatisticamente superior ao HARS, enquanto nos tratamentos
com bioinsumo (T1, T2 e T3) os resultados foram estatisticamente iguais para HAB e
HARS (p<0,05) (Figura 1 A e C), resultado semelhante foi observado para MSR no HSPD
(Figura 1 F). De acordo com Rojas et al. (2012) diversos fatores podem estar ligados a
melhoria das BPCV sobre a salinidade, incluindo o aumento da capacidade antioxidante
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da planta, sintese bacteriana de hormonios vegetais promovendo incremento vegetal ou

regulacdo de transportadores de ions que resultaram em um equilibrio celular.
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*Letras mindsculas comparam tratamentos dentro de amostras com historico irrigacdo no compo,
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significancia), p<0,01(1% de significancia) e p<0,05(5% de significancia) comparam os tipos de

agua.

Figura 1 — Influéncia dos bioinsumos, historicos de agua de irrigacdo (HAB — histérico

de irrigagdo com agua bruta e HAr — histdrico de irrigacdo com agua residuraria) e manejo

do solo (HSPC — Historico de sistema plantio convencional, HSPD - Historico de sistema

plantio direto) nos atributos de desenvolvimento vegetativo do milho crioulo.

Na Figura 2 séo apresentados os resultados de nutricdo mineral da cultura do milho.

Analisando o teor de N na condicao de HSPC (Figura 2A) o TO se sobressaiu aos demais

tratamentos, independente da condicdo do historico de irrigagdo no campo. Para 0 HSPD,

63



apesar do TO se sobressair em relacdo aos demais tratamentos (Figura 2B), o tratamento
T3 apresentou resultado mais proximo ao TO, ou seja, mesmo com diminui¢do em 60%
na dose de N, verificou-se uma diminui¢do média de 7,8% no teor foliar de N. Resultados
semelhantes foram observados por Oliveira et al. (2017) sob reducéo de 80% na adubacéo
de N, onde as plantas de milho inoculadas com bioinsumos apresentaram rendimentos
iguais as plantas totalmente fertilizadas. O trabalho de Nascimento (2020) relata,
proporcionalmente, maior absor¢do de N em uma condicdo de baixa fertilidade do solo.

Em relacdo aos teores de P observa-se que os tratamentos TO apresentarem
resultados estatisticamente superiores aos demais tratamentos. Destaca-se que, em geral,
os efeitos do HARS geram valores superiores a0 HAB no teor foliar de P (Figura2 C e
D). Quando avaliado o teor foliar de P, verificou-se respostas diferentes as observadas
para os teores de N e K (Figura 2). Na condi¢do desse estudo, os bioinsumos mostraram-
se indiferentes no aumento da absorcao e dos teores foliar de P nas diferentes condicoes.
Na literatura € relatado incrementos do teor foliar de P pelo efeito de solubilizacdo de
fosfatos com a utilizagcdo de H. seropedicae e A. brasilense (Breda et al., 2019). De
maneira contraria, Nascimento (2017) néo relataram efeito dos bioinsumos no aumento
dos teores foliares de P na cultura do milho, ou seja, os efeitos biofortificantes auxiliando
na aquisicdo do P depende de outras variaveis como formas de disponibilidade de P no
solo, pH do solo, condices hidricas do solo entre outros.

Em geral, os teores foliares de K foram superiores nos tratamentos com HARS
(Figura 2E). Os tratamentos T2 e T3 foram estatisticamente iguais ao TO mesmo com
uma reducdo de 60% na adubacdo e ja para HAB o tratamento TO foi estatisticamente
superior aos demais (Figura 2E). Para o0 HSPD o tratamento TO foi estatisticamente
superior aos demais, contudo, destaca-se que quando comparado o tratamento TO HAB
com os tratamentos T1, T2 e T3 do HARS (Figura 2F), em média, a diferenca de
incremento de K foi de apenas 10,5%. Na maior parte dos resultados nutricionais
observou-se efeito positivo dos bioinsumos nas diferentes condi¢bes de historico de
manejo do solo sob menor disponibilidade hidrica, confirmando a capacidade de
modulagéo dos bioinsumos em promover incremento vegetal e nutricdo mineral, mesmo
sob uma condicéo de reducdo de adubacéo.

Em termos dos teores de K, as plantas de milho apresentaram maiores valores sob
HARS (Figura 2 G e H), sendo atribuido ao fornecimento de nutrientes proporcionado
pela ARS (Guidinelle et al. 2023). Destaca-se a capacidade dos de BPCV em melhorar a

producdo do milho sob condig¢bes de maior salinidade (Li & Jiang, 2017). Os solos sob
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HARS apresentam maior condutividade elétrica (Tabela 1), principalmente quando sob
HSPC.
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*Letras minusculas comparam tratamentos dentro de amostras com histérico irrigagdo no compo,
ao nivel de 5% de significAncia. Os valores de n.s (hdo significativo), p<0,001(0,1% de
significancia), p<0,01(1% de significancia) e p<0,05(5% de significancia) comparam os tipos de
agua.

Figura 2 — Influéncia dos bioinsumos, histdricos de agua de irrigacdo (HAB — historico
de irrigacdo com agua bruta e HAB — histdrico de irrigacdo com agua residuraria) e
manejo do solo (HSPC — Histdrico de sistema plantio convencional, HSPD - Historico de

sistema plantio direto) nos teores foliares do milho crioulo.

Em relacdo aos teores de Ca e Mg (Figura 2 G, H e |, J), de modo geral ndo houve
diferenca entre os tratamentos (T1, T2 e T3). Destacando-se o tratamento TO, apresentou
resultados inferiores aos demais tratamentos sob condi¢des de HSPD e HARS, ou seja,
mesmo com 100% da dose recomendada para correcdo da acidez em todos tratamentos,
aqueles com bioinsumos promoveram uma maior absorcdo de Ca e Mg. As doses de Ca
e Mg foram as mesmas para todos os tratamentos, demostrando gque existe maior absor¢édo
de Ca e Mg para os tratamentos com aplicacdo de bioinsumos (T1, T2 e T3), como
observado para HSPD quando em HARS (Figura 2, H e J). Alguns autores relatam
resultados semelhantes, como no trabalho desenvolvido por Aradjo et al. (2015), em que
foram evidenciados maiores teores de Ca e Mg nos graos de milho, quando inoculados
com A. brasilense. No trabalho de Lim et al. (2017), com inoculacdo de H. seropedicae,
os autores verificaram acumulo de Ca e Mg no tecido foliar de plantas de dendezeiro.

Os resultados de CT, no HSPC, independentemente do tipo de irrigagdo, T1 (40%
da adubacao) é estatisticamente igual ao TO (100 % de adubacéo). Na condicdo de HSPD
e HARS tratamento T3 € estatisticamente igual ao TO. Em geral, os valores de CT sob
condigdes de HARS séo superiores estatisticamente ao HAB (Figura 3A e B). Os teores
de CT e N se correlacionam positivamente, podendo o teor de N ser estimado a partir dos
valores de CT.

De maneira geral, no HSPC para HARS o TO apresenta maiores valores de A, GS e E
(Figuras 3 C, E e G). Em contraste, quando associado ao HSPC, em geral, os resultados
para o T1 sdo superiores aos demais tratamentos. Por outro lado, o T1 apresenta menores
valores no HSPC. No HSPD mais o efeito residual da irrigacdo com HARS, proporcionam
incremento de carbono organico no solo (Tabela 1). Maior estabilidade da comunidade
microbiana inserida e seu aumento populacional tém sido observados em ambientes
edaficos que favorecem o aporte de carbono (Wang et al. 2020) com isso, seu efeito

bioestimulante e/ou biofertilizante pode ser potencializado.
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*Letras minusculas comparam tratamentos dentro de amostras com historico irrigagdo no compo,
ao nivel de 5% de significancia. Os valores de n.s (ndo significativo), p<0,001(0,1% de
significancia), p<0,01(1% de significancia) e p<0,05(5% de significAncia) comparam os tipos de
agua.

Figura 3 — Influéncia dos bioinsumos, histéricos de &gua de irrigagdo (HAB — historico
de irrigacdo com &gua bruta e HAB — historico de irrigacdo com agua residuraria) e
manejo do solo (HSPC — Histdrico de sistema plantio convencional, HSPD - Histérico de
sistema plantio direto) na fisiologia do milho crioulo.
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3.2 - Estatistica Multivariada - Anéalise de Componentes Principais

A avaliacdo dos grupos de varidveis inter-relacionadas e sua relacdo com os
tratamentos foi realizada a Analise de Componentes Principais (Tabela 2). Foram
avaliados os 4 primeiros fatores que explicaram 87% da variabilidade total dos dados e

que apresentaram autovalores maiores que 1 (Hair et al., 2009).

Tabela 2 — Variancia explicada, acumulada e autovalores da ACP e correlagdo ® entre

atributos morfoagronémicos, teores foliares, atributos fisiolégicos e componentes

principais
Autovalor 5.37 2.99 181 1.16
Variancia Total % 41.3 23.0 13.9 9.0
Variancia Acumulado % 41.3 64.3 78.2 87.2
Variaveis @ PC1 PC 2 PC 3 PC4
AP 0.19 0.00 0.66 0.66
MSPA -0.19 -0.23 0.87 -0.18
MSR 0.84 -0.13 0.14 -0.07
N -0.77 -0.47 -0.04 -0.26
P -0.93 -0.15 0.01 -0.20
K -0.74 -0.24 -0.33 0.30
Ca 0.45 0.51 -0.53 0.33
Mg 0.87 0.28 -0.05 -0.04
CT -0.59 -0.50 -0.33 0.31
A -0.67 0.73 0.07 0.01
GS -0.36 0.86 0.14 -0.14
E -0.49 0.84 0.00 -0.17
A/E -0.68 0.27 0.24 0.50

@ Correlagdes: forte = > 0,7 e moderada - entre 0,7 e 0,5 (Hair et al, 2009). @ AP - altura de
planta, MSPA - massa seca da parte aérea, MSR - massa seca de raiz, N — teor foliar de nitrogénio,
P— teor foliar de fosforo, K— teor foliar de potéssio, Ca— teor foliar de célcio, Mg teor foliar de
magnésio, CT — Clorofila Total; A — taxa de assimilacdo liquida de CO,, GS — condutancia
estomatica, E — taxa de transpiracdo e A/E - Eficiéncia instantanea no uso da agua.

O PC 1 reteve 41,3% da variabilidade total dos dados originais, e as maiores
correlagdes negativas estiveram relacionadas aos atributos N, P e K, para MSR e Mg o0s
valores sdo positivos (Tabela 2). Ocorreu relagdo inversa entre MSR e teores de

macronutrientes, indicando que o crescimento de raiz ndo esta acompanhando a adubagéo
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realiza. Destaca-se a correlacdo moderado de CT, A e A/E. Grande parte da variacao
associado a PC1 esté& sendo controlada pelos tratamentos, com menor participacao do tipo
de manejo e irrigacdo. Deforma geral, os escores negativos e associados com PC1 atribui-
se ao efeito da adubacdo com 100% da dose (TO). Escores negativos de PC1 estdo
associados ao HSPD e HARS, ou seja, existe tendéncia de maiores nutrientes e maior CT,
A e A/E em plantas de milho nesses sistemas. Como 0 MRS apresenta correlacdo positiva
em PCL1, e escores positivos sdo atribuidos aos T1, T2 e T3, demonstra-se o efeito positivo
dos bioinsumos do crescimento de raizes, principalmente sob HSPD e HAB.

O resultado atribuido a MSR esta relacionado as alteracdes fisioldgicas provocadas
pelos bioinsumos, conforme relatado por Azevedo et al. (2019). Estudo realizado por
Barbosa et al. (2021), reunindo 60 trabalhos conduzidos em diferentes regides do Brasil,
evidenciou que a inoculacdo do milho com A. brasilense aumentou, em média, 12,1% a
massa seca das raizes, o que pode refletir em maior ganho de massa da parte area das
plantas. O menor MSR no solo com histérico de sistema plantio convencional (HSPC)
(Figura 4A), sugerindo que as plantas estdo enfrentando maior estresse. De acordo com
Schulz-Bohm et al. (2018), quando as plantas enfrentam situacGes de estresse, elas
tendem a liberar uma quantidade maior de exsudatos no solo, atraindo uma concentragédo
maior microrganismos. Consequentemente, isso resulta em uma maior populacdo

microbiana, que pode, por sua vez, gerar efeitos benéficos ampliados para as plantas.
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Figura 4 - Representacdo da média e erro padréo dos escores dos fatores (PC1, PC2, PC3

e PC4), agrupados nos tratamentos, historico do solo e histérico de irrigagéo.

O grupo dos atributos A, GS e E tiveram correlacGes positivas no PC 2 (23,0% da
variancia explicada) (Tabela 2), associado diretamente a alteracdes fisioldgicas da planta,
0s quais ndo apresentaram relacdo direta com os atributos morfoagronémicos ou
nutricionais, com excecao da correlacdo moderada do Ca em PC2. Observa-se escores
positivos atribuidos a HSPC e umas tendéncia de maiores escores para T2. Dessa forma,
esses fatores estdo associados as correlacdes positivas de A, GS e E (forte) e correlacdo
positivas moderada com Ca.

As respostas observadas nos atributos fisiolégicos sdo amplamente influenciadas
pelos tratamentos que envolvem bioinsumos bioldgicos (Figura 4C), revelando melhorias
guando o solo esta sob o historico de sistema plantio convencional (HSPC) (Figura 4A).
No entanto, de acordo com Yu et al. (2012), em situacdes consideradas estressantes, a
aplicagdo de bioinsumos microbianos pode ndo ser bem-sucedida se o ambiente ndo
oferecer as condi¢cbes minimas necessarias para a sobrevivéncia dos microrganismos.
Sendo assim, no caso deste estudo, a escassez de agua pode ter sido o fator decisivo.
Mesmo que HSPD apresente atributos de solo superiores, 0s bioinsumos microbianos
responderam de forma mais eficaz no solo HSPC em relacao aos atributos fisioldgicos.

O PC 3 (13,9% da variacdo explicada) e o PC 4 (9,0 % da variacdo explicada)
tiveram menor participacdo na variacao dos dados, com maior destaque para o efeito de
tratamentos sob a variancia desses fatores. Em PC3, destaca-se MSPA (correlagdo forte
positiva) e AP (correlagdo moderada positiva) e Ca (correlagdo moderada negativa) e a
forte influéncia de HAB, ou seja, em sistemas com &gua residuaria e maior restricdo
hidrica observa-se menor MSPA e maior absorcéo do Ca. Na producdo de MSPA (Figura
1, C e D), observa-se que de modo geral os resultados dos tratamentos com bioinsumos
(T1, T2 e T3) sdo estatisticamente iguais a0 TO com 100% da adubag&o, resultados
corroborados com a analise componentes principais PC2 (Tabela 2, Figura 4C).

Ja o PC4, o AP e A/E s&o de maior contribuicdo positiva, e fraca associagcdo com
HAB e HSPC, ou seja, existe uma tendéncia de menor eficiéncia do uso da 4&gua e menor
crescimento em altura nesses sistemas, sem a influéncia de tratamentos.

Na maior parte dos resultados observou-se efeito positivo dos bioinsumos nas
diferentes condicfes de histérico de manejo do solo sob baixa disponibilidade hidrica,

confirmando a capacidade de modulagdo dos bioinsumos em promover incremento
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vegetal e nutricdo mineral, mesmo sob uma condi¢do de reducdo de adubacgdo. Esses
resultados séo relevantes do ponto de vista agrondmico, pois com apenas 40% da
adubacdo com NPK os tratamentos T1, T2 e T3 com aplicagdo de bioinsumos
apresentaram respostas similares ao TO, onde foi aplicado 100% da adubacdo com NPK
nas diferentes condicdes de irrigacao.

Os resultados do presente estudo indicam que sob condi¢cdo de HSPD para HARS
a co-incoculagdo dos bioinsumos (T3) podem proporcionar um maior incremento de N
para as plantas de milho crioulo, mesmo em uma condi¢do de menor adubacao, podendo
ser atribuido a melhor condicéo bioldgica e quimica do solo (Tabela 1). Corroborando
com o trabalho de Cortés-Patino et al. (2021), que avaliaram a co-inoculacdo de A.
brasilense e Herbaspirillum sp. verificando o potencial e a capacidade dos bioinsumos
em coexistir possibilitando maior incremento de N foliar. A co-inoculacgéo de bioinsumos
tem potencial de modular a severidade da resposta ao estresse, sejam eles hidricos ou de
fertilidade (Cortés-Patifio et al., 2022). A co-inoculacdo € uma estratégia que pode ser
utilizada para aumentar a eficacia da inoculagdo, uma vez que os resultados apontam que
as bactérias irdo atuar mutuamente na planta, o que promove um melhor desempenho,

podendo ser revertido em maior desenvolvimento de planta e absor¢éo de nutrientes.

5. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstraram que, em condi¢cbes de menor
disponibilidade hidrica, os bioinsumos sdo uma tecnologia promissora na agricultura,
com potencial de aumentar a eficiéncia no uso dos fertilizantes e com viabilidade em
substituir parcialmente a demanda de adubacdo pela cultura do milho crioulo,
aumentando a eficiéncia na producdo agricola e no uso de dgua na agricultura.

Demonstrando ainda uma tendéncia positiva em relacdo a co-inoculagdo
(Herbaspirillum seropedicae + Substancia Himicas com Azospirillum brasilense) no
incremento foliar de Nitrogénio sobretudo em sistemas com histdrico de Sistema Plantio
Direto irrigado com Agua residuaria de suinocultura.

Na condicdo de baixa disponibilidade hidrica do presente estudo os bioinsumos
microbianos (Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense) contribuiram com
melhores resultando fisioldgicos nos tratamentos com histérico de sistema plantio

convencional.
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CAPITULO 3 - CO-INOCULACAO DE Herbaspirillum seropedicae COM
Azospirillum brasilense EM MILHO IRRIGADO COM AGUA RESIDUARIA DE
SUINOCULTURA SOB SISTEMA PLANTIO DIRETO

RESUMO
Em um contexto de produgdo agricola em agroecossistemas, a utilizagdo de bioinsumos
microbianos é favorecida devido aos melhores indices biolégicos do solo, em comparagéo
com os sistemas de cultivo convencionais. Quando em co-inoculacdo 0s microrganismos
geralmente demonstram resultados superiores, gracas a sua atuacdo em uma variedade de
mecanismos distintos. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da co-
inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense em diferentes
condic¢des de manejo do solo, sob diferentes Iaminas de irrigacdo com agua residuéria de
suinocultura (ARS), no crescimento de milho destinado a producao de silagem. Foram
avaliados a co-inoculacdo com 70% da adubacdo NPK e, tratamentos sem aplicacéo de
bioinsumos microbianos com 100% da adubagdo NPK, aplicando-se cinco laminas
irrigacdo com ARS (50%, 75%, 100%, 125% e 150% da evapotranspiracdo ETc),
conduzidos em uma area sob sistema plantio direto (SPD), comparando com duas
testemunhas adicionais, irrigadas com &gua bruta com 100% da ETc, conduzidos sob
sistema plantio convencional SPC, a testemunha 1 foi conduzida sem a aplicacdo de
bioinsumos microbianos com 100% da adubacdo NPK, a testemunha 2 avaliou a co-
inoculacdo com 70% da adubacdo NPK. Os resultados demonstram que sob um solo com
qualidade bioldgica melhor a co-inoculacdo apresenta melhores resultados. Sob menor
disponibilidade de nutrientes a co-inoculacéo apresentou melhores resultados para altura
de planta, didmetro do colmo, nitrogénio foliar, indice SPAD, taxa de assimilacéo liquida
de CO: e taxa de transpiragdo. Sugerindo um sinergismo positivo entre a co-inoculagéo
de Herbaspirillum seropedicae com Azospirillum brasilense sob sistema plantio direto

irrigado agua residuaria de suinocultura.

Palavras chave: Inoculantes microbianos, Manejo do solo, Producéo de milho, Atributos

fisiologicos, Nutricao Mineral.
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CO-INOCULATION OF Herbaspirillum seropedicae WITH Azospirillum
brasilense IN MAIZE IRRIGATED WITH SWINE WASTEWATER UNDER NO-
TILL PLANTING SYSTEM

ABSTRACT

In a context of agricultural production in agroecosystems, the use of microbial inputs is
favored due to the better biological indexes of the soil, compared to conventional
cultivation systems. When co-inoculated, microorganisms generally demonstrate superior
results, thanks to their action in a variety of different mechanisms. Therefore, the
objective of this study is to evaluate, in a field experiment, the impact of co-inoculation
of Herbaspirillum seropedicae and Azospirillum brasilense in different soil management
conditions, under different irrigation depths with swine wastewater (ARS), on growth of
maize intended for silage production. Co-inoculation with 70% of NPK fertilizer and
treatments without application of microbial inputs with 100% of NPK fertilizer were
evaluated, applying five irrigation depths with ARS (50%, 75%, 100%, 125% and 150%
of evapotranspiration ETc), conducted in an area under no-tillage system (SPD),
compared with two additional controls, irrigated with raw water with 100% of ETc,
conducted under conventional planting system SPC, control 1 was conducted without the
application of inputs microorganisms with 100% NPK fertilization, control 2 evaluated
co-inoculation with 70% NPK fertilization. The results demonstrate that under soil with
better biological quality, co-inoculation presents better results. Under lower nutrient
availability, co-inoculation showed better results for plant height, stem diameter, leaf
nitrogen, SPAD index, net CO assimilation rate and transpiration rate. Suggesting a
positive synergism between the co-inoculation of Herbaspirillum seropedicae with

Azospirillum brasilense under a direct planting system irrigated with swine wastewater.

Keyword: Microbial inoculants, Soil management, Maize Production, Physiological

characteristics, Mineral nutrition.
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1. INTRODUCAO

Tecnologias agricolas sustentaveis tem sido amplamente estudada em funcgéo da
necessidade de uma agricultura eficiente, ecologicamente correta e alinhadas com
preceitos da sustentabilidade. Menor degradacdo do solo, diminui¢do das emissdes de
CO2, manutencdo do carbono organico no solo, diminuicdo da dependéncia de
fertilizantes quimicos, ciclagem de nutrientes e reaproveitamento de residuos sao desafios
constantemente colocados que necessitam ser estudados para os mais diferentes tipos de
arranjos produtivos, tipos de manejo e culturas (Stella et al., 2019; Qaim, 2020; Ofori et
al., 2021). Conciliar a seguranca alimentar e fungbes ambientais e ecoldgicas do solo
torna-se mais desafiador em meio as condicdes climaticas adversas (Kelbessa et al.,
2023).

O Brasil se destaca como pioneiro na utilizagdo da interagdo entre microrganismos-
plantas, sendo reconhecido internacionalmente na adocdo dessa tecnologia como uma
alternativa a fertilizacdo quimica tradicional (Peoples et al., 2021). Os inoculantes
microbianos desempenham servigos essenciais nos agroecossistemas, aumentando 0s
rendimentos das culturas diminuindo a utilizagdo de insumos industriais, promovendo
beneficios econdémicos e ambientais (Hungria e Mendes, 2015; Shahwar et al., 2023).

Existem numerosos inoculantes microbianos com potencial aplicacdo na
agricultura, agindo por meio de uma variedade de mecanismos e em diversas culturas
(Kumar et al., 2022). A combinacéo desses inoculantes microbianos esta se revelando
cada vez mais promissora, possibilitando um incremento na producdo em comparagdo
com estudos individuais, uma vez que agem de maneira simultanea por meio de diferentes
mecanismos nas plantas (Mukherjee et al., 2022; Verma et al., 2023).

Dentre os bioinsumos microbianos temos o Azospirillum brasilense (Ardakani et
al., 2011; Casséan et al., 2014) e Herbaspirillum seropedicae (Brusamarello-Santos et al.,
2017; Nunes et al., 2021), que promovem resultados positivos no desenvolvimento
vegetal gragas a uma variedade de mecanismos distintos. Quando co-inoculados, esses
bioinsumos microbianos tendem a apresentam sinergismo e potencializar seus resultados
(Candido et al., 2020), muito em funcéo das suas especificidades. Quando co-inoculados
o0s autores Cortés-Patifio et al. (2021) observaram incremento da producgdo de biomassa
vegetal de parte area e producdo de compostos indolicos, Dartora et al. (2013) melhor
desenvolvimento da cultura do milho e maior produtividade de gréos, Dartora et al. (2016)
aumento de o teor foliar de P em milho.
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Entretanto em funcéo do tipo de ambiente e de manejo adotado o sinergismo entre
inoculante microbianos pode ndo ocorrer (Yu et al., 2012). Dada a complexidade de
definir os mecanismos de a¢do dos inoculantes microbianos e avalia-los em uma ampla
variedade de tipos de solo (O'Callaghan et al., 2022), até mesmo diferentes regimes de
irrigacdo podem influenciar os resultados dos inoculantes microbianos (Harris et al.,
2021). Em geral, solos como melhores caracteristicas quimicas e fisicas, de base
conservacionista, tendem a promover uma maior colonizagéo e persisténcia microbiana
e, consequentemente, resultados mais favoraveis (Thilakarathna & Raizada, 2017).
Contudo, a propria diversidade nativa de microrganismo que contém em um determinado
solo pode afetar o sucesso do inoculantes microbianos, que serdo inseridos naquele
sistema em funcéo da adaptabilidade (Mallon et al., 2018).

Nesse contexto, é importante promover a realizacdo de pesquisas de campo para
uma melhor compreensdo desses mecanismos, especialmente em regides caracterizadas
pela diversidade de praticas agricolas, como € o caso do Brasil, um pais de clima tropical.
No Brasil, encontramos sistemas conservacionistas, como o0 plantio direto, que
desempenham um papel fundamental na reducdo dos efeitos da degradacédo do solo e na
progressiva melhoria de sua qualidade ao longo do tempo (Zhao et al., 2019; Jiang et al.,
2019). No entanto, ainda persistem praticas convencionais de cultivo que contribuem para
a degradacéo do solo e para a emissdo de gases de efeito estufa (Costa et al., 2020; Ramos
et al., 2022). Adicionalmente, € amplamente adotada a reutilizacdo de residuos, como,
por exemplo, a agua residuaria da suinocultura, que possui elevada carga organica e teor
de nutrientes (Cunha et al., 2021; Guidinelle et al., 2023), apresentando um grande
potencial para ser utilizada na irrigacao de diversas culturas, desde que sejam seguidas as
regulamentacdes pertinentes.

Gerar tecnologias que permitam o0 uso conjunto de bioinsumos (microrganismos
eficientes), dgua residuaria de suinocultura e sistema plantio direto torna a agricultura
menos dependente do uso das aguas de abastecimento humano e industrial, bem como
menos dependente de fertilizantes.

Diante do exposto e o0 objetivando entender as relagdes solo-microrganismo-planta,
avaliou-se em condicdo de campo o efeito da co-inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae (cepa HRC54) com Azospirillum brasilense (cepas Ab-V5=CNPSo 2083 e
ADb-V6=CNPSo0 2084), em diferentes condi¢bes de manejo do solo, sistema plantio direto

e sistema plantio convencional, sob diferentes laminas de irrigacdo com agua residuéria
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de suinocultura e agua bruta o desenvolvimento do milho (Milho crioulo variedade

fortaleza) para producéo de silagem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 - Historico e caracterizacao da area experimental

A area experimental na qual o experimento foi conduzido, localiza-se no Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo (Ifes) - Campus de Alegre,
no municipio de Alegre, sul do estado do Espirito Santo (20° 45' 48" Sul, 41° 27' 28"
Oeste), com altitude de 110 metros do nivel do mar. O clima da regido, segundo a
classificagdo de Koeppen, ¢ do tipo “Cwa”, ou seja, tropical quente imido, inverno frio e
seco, com temperatura média anual de 23,1 °C e precipitacdo média anual de 1341 mm.
A Figura 1 retrata o historico de chuvas e temperaturas maximas e minimas durante o

periodo de conducdo do experimento.
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*Dados referente a precipitacdo foram coletados com auxilio de um pluviémetro, acoplado ao
equipamento irrigdmetro instalado proximo ao local de condugdo do experimento; os dados
referentes a temperatura maximas e minimas foram obtidos da estagdo Meteoroldgica de
Observacao de Superficie Automatica, Alegre-A617, localizada no municipio de Alegre na area
experimental do CCAE-UFES (INMET, 2023). Os dados foram coletados no dia 1° de agosto de
2022 até o dia 07 de novembro de 2022.

Figura 1 - Precipitagdo e temperaturas minimas e maximas observadas durante a

conducdo do experimento.
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A éarea de estudo é uma unidade experimental permanente na qual avalia-se a
dindmica da matéria organica e nutrientes a longo prazo sob o efeito de dois modelos de
manejo sustentaveis: plantio direto e uso de agua residuéria de suinocultura. As parcelas
fixas foram implantadas no inicio de 2017, onde foram conduzidos quatro ciclos
consecutivos de cultivo de milho (Zea mays L.) em dois sistemas de manejo do solo: um
sistema plantio direto com 4 anos de implantacdo (SPD) e um sistema plantio
convencional (SPC) com mais de 30 anos de cultivo intensivo; associados ao uso da agua
residuaria de suinocultura (ARS) na irrigacdo da cultura do milho, comparado com agua
bruta (AB) (suprindo 100% da demanda hidrica da cultura).

2.2 - Delineamento experimental

O experimento consistiu em um arranjo 2x5+2, com trés repeticbes. No primeiro
fator foi estudado a eficiéncia de bioinsumos microbianos no crescimento do milho, no
qual, aplicou-se Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC54) + Substancias Humicas
como veiculo (SH) com Azospirillum brasilense (estirpes CNPSo 2083=Ab-V5 e CNPSo
2084=Ab-V6) com 70% da adubagdo NPK (N, P.Os e K20) (co-inoculagéo), comparando
com tratamentos sem aplicagdo de bioinsumos microbianos com 100% da adubagdo NPK
(100%NPK) recomendado para a cultura do milho (Prezoti et al., 2007). No segundo fator
avaliou-se o efeito da irrigacdo com agua residuaria de suinocultura (ARS) aplicando-se
cinco laminas 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da evapotranspiracdo (ETc), da cultura
do milho, conduzidos na area sob SPD.

Com efeito de comparacdo instalou-se duas testemunhas adicionais, conduzidas sob
manejo de irrigacdo com agua bruta com 100% da evapotranspiracdo (ETc), da cultura
do milho, o manejo do solo foi o sistema plantio convencional SPC. A testemunha 1 foi
conduzida sem a aplicacdo de bioinsumos microbianos com 100% da adubacdo NPK
(SPC+100%NPK), a testemunha 2 avaliou-se a co-inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae (estirpe HRC54) + Substancias Humicas como veiculo (SH) com
Azospirillum brasilense (estirpes CNPSo 2083=Ab-V5 e CNPSo 2084=Ab-V6) com 70%
da adubacdo NPK (N, P20s e K20) (SPC+ co-inoculacéo).

2.3 - Preparo do solo e manejo de irrigacao
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Antes do plantio do milho, no periodo de pousio do solo, iniciou-se 0 manejo do
solo sob SPD com o plantio da mucuna-preta (Stizolobium aterrimum), com intuito de
producdo de matéria seca para o plantio sob a palhada. Ndo houve adubacgdo da
leguminosa com o intuito dela se beneficiar somente da fertilidade presente no solo.
Quando a mucuna-preta atingiu o estadio de florescimento, 4 meses ap6s o plantio, foi
realizado o corte, com deposi¢cdo dos residuos sobre o solo. Duas semanas apos o corte
da mucuna-preta efetuou-se o plantio do milho no SPD sobre os residuos culturais. Nas
parcelas testemunha sob o SPC, realizou-se o revolvimento do solo com aracdo e
gradagem antes do plantio do milho.

Coletou-se amostras de solo na area experimental antes da implantacdo do
experimento para caracterizagdo dos atributos quimicos e bioldgicas do solo, as amostras
foram armazenadas e mantidas em camara fria £ 4°C, avaliou-se: B-glucosidase (ug p-
nitrofenol h* g?) (B-B) (Eivazi e Tabatabai, 1988), desidrogenase (ug TPF g* solo)
(DSN) (Casida et al., 1964), nitrogénio da biomassa microbiana (NBM), carbono da
biomassa microbiana (CBM) (Brookes et al., 1982; Sparling e West, 1988; Islam e Weil,
2000), carbono organico total do solo (COT) e carbono extraido com sulfato de potassio
(C-solavel) (Yeomans e Bremner, 1988; Silveira et al., 2008) (Tabela 1).

Tabela 1 — Atributos biologicos do solo antes da implantacéo do estudo

Laminas de irrigacdo de ARS

Atributos Testemunha
50% 75%  100%  125% 150%
CoT g kg 10,9 15,4 15,6 14,2 16,1 15,9
C-solivel mgkg? 8,0 20,8 21,2 22,0 21,6 22,5
CBM mg kg? 469,0 4845  488,7 484,3 498,0 513,3
NBM mg kg 34,5 70,9 715 757 79,2 83,9
Bp-G® 68,4 85,4 81,4 82,9 90,8 93,9
DSN @ 114,3 139,2 137,9 138,2 141,7 1411

COT: Carbono Orgénico Total; C-soluvel: Carbono solivel; NBM: Nitrogénio da Biomassa
Microbiana; CBM: Carbono da Biomassa Microbiana; B-G: Enzima B-Glucosidase ; DSN;
Enzima Desidrogenase ® pg p-nitrofenol h* g@(ug TPF g solo).

O manejo da irrigacdo foi realizado utilizando a tecnologia do irrigdmetro (Oliveira

& Ramos, 2008), instalado proximo a area experimental. As leituras da evapotranspiracdo
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foram realizadas a cada 24h, avaliando-se assim a necessidade de irrigacdo diaria em cada
fase de desenvolvimento da cultura.

A irrigacdo foi realizada com ARS proveniente do processo de digestdo anaerdbia,
que ocorre no biodigestor instalado no setor de suinocultura do Ifes-Campus de Alegre.
Durante o periodo de condugéo do experimento foram aplicados 558,7 m® ha*, 838,1 m*
hal, 1117,8 m® ha, 1396,8 m® hale 1676,2 m® hal nas respectivas laminas de irrigacéo,
50%, 75%, 100%, 125% e 150%. O sistema de irrigacdo empregado foi o de aspersao
convencional, integrado ao um conjunto motobomba que era responsavel por bombear a
ARS para a area experimental. Antes da implantacdo do experimento, foi realizado a

caracterizagdo quimica da ARS (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizacdo quimica da agua residuéria de suinocultura utilizada na
irrigagéo da cultura do milho

pH Fe Na Zn Cu P K Ca Mg B* Mn  NOs. NH; CE

e MQ L e uS/cm
809 033 200 0,08 007 520 1400 890 120 <01 0,08 1,0 3387 31300

CE — Condutividade Elétrica. * <Limite de quantificagao.

2.4 - Implantagéo e conducéo do experimento

Os microrganismos utilizados neste estudo sdo bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV), especificamente o Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC54) e o
Azospirillum brasilense (estirpes CNPSo 2083=Ab-V5 e CNPSo 2084=Ab-V6). Essas
bactérias foram selecionadas com base em um experimento prévio realizado em casa de
vegetacdo, o qual verificou que a co-inoculacdo resulta em um efeito sinérgico,
incrementado significativamente a producéo de milho.

O A. brasilense (estirpes CNPSo 2083=Ab-V5 e CNPSo 2084=Ab-V6) foi
adquirido por inoculante comercial com de 2 x 10 Unidade Formadora de Coldnias
(UFC) L™ no produto, sendo aplicado e homogeneizado 100 mL para cada 60.000
sementes de milho. O H. seropedicae (estirpe HRC54) foi adquirido da colecdo da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. A multiplicacdo do H.
seropedicae foi efetuada de acordo com o método de Ddbereiner et al. (1995), realizando-
se a diluicdo das bactérias em SH (Canellas et al. 2012) a fim de obter 40 mg L™ de C das

SH e 108 células mL™. O teor de C das SH foi obtido de acordo com o método de
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Yeomans e Bremner (1988). As SH foram extraidas em agua, em uma proporc¢éo de 1:10
(Thiengo et al, 2023).

As sementes de milho séo da variedade crioula Fortaleza provenientes de um
produtor familiar da regido, as sementes foram desinfestadas evitando eventuais
contaminacdes (Hungria et al., 2010). O plantio foi realizado no dia 1° de agosto de 2022,
antes do plantio as sementes foram inoculadas com A. brasilense e foram dispostas ao ar
em um local fresco por 15 minutos para secar. O plantio foi no espacamento de 0,8 x 0,2
m, utilizando semeadora-adubadora para plantio direto com 5 cm de profundidade de
deposicdo das sementes, estabelecendo-se um estande de 5 plantas por metro linear.
Inicialmente realizou-se desinfec¢do da plantadeira e, logo ap6s, efetuou-se o plantio nas
parcelas que ndo receberam a aplicagdo do A. brasilense, posteriormente ao plantio,
realizou-se novamente a desinfeccdo da plantadeira (Morais et al., 2015), iniciando o
plantio nos tratamentos com aplicacdo do A. brasilense. Cada parcela foi constituida por
6 linhas de plantio com 10 metros de comprimento.

A adubagdo para o tratamento com 100% da adubagdo sem os inoculantes
microbiano foi, para o plantio, 15 kg ha* de ureia, 145 kg ha™* de superfosfato simples e
32 kg ha'! de cloreto de potassio, a primeira adubagio de cobertura foi de 145 kg ha de
ureia e 32 kg ha'* de cloreto de potassio, a segunda adubagio de cobertura foi de 145 kg
ha! de ureia, para o tratamento com co-inoculacdo, utilizou-se 70% da adubagio
recomendada (Prezotti et al., 2007). Antes do plantio realizou-se a calagem do solo. Para
o controle de ervas daninhas foi realizado capinas manuais e ro¢adas semi-mecanizadas;
ndo houve aplicacdo de agrotoxicos em nenhum momento da conducdo do experimento.

A aplicagdo do H. seropedicae + SH foi realizada via foliar, em dois estadios de
desenvolvimento das plantas, com 4 e 8 folhas totalmente expandidas (Giori et al., 2010),
aplicando de forma uniforme um volume de calda suficiente para recobrir totalmente a
superficie das folhas. Ao final do processo obteve-se co-inoculagdo dos microrganismos

com aplicacdo na mesma planta de H. seropedicae + A. brasilense.

2.5 - Coleta e analise dos dados

Para as avaliagdes dos atributos morfoagrondmicas, foram consideradas duas linhas
de plantio como bordadura, coletando seis plantas nas quatro linhas centrais de plantio
em cada parcela. A colheita ocorreu no dia 05 de novembro de 2022, aos 91 dias ap0s a

germinacdo, quando as espigas de milho apresentaram caracteristicas adequadas para
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silagem, com gréos no estadio pré-farinaceo. Os atributos avaliados foram: altura de
plantas (AP), diametro do colmo (DC), massa seca da espiga (MSE) e massa seca da
planta (MSP).

As folhas para realizacdo das analises quimicas foram amostradas de acordo com a
recomendacdo de Malavolta et al. (1997), na area util de cada parcela. Nas amostras de
folhas foram avaliados os teores de N, K, P, Ca, Mg, Cu e Zn seguindo a metodologia
descrita por Silva (2009), assistido por forno de micro-ondas para digestdo foliar
utilizando-se &cido nitrico. A analise do teor de N seguiu a metodologia de Galvani e
Gaertner (2006).

Avaliou-se medicOes de trocas gasosas em folhas totalmente expandidas por meio
do analisador a gas infravermelho portatil (IRGA), modelo LI 6400 XT Portable
Photosynthesis Siystem (LI-COR, Lincoln, NE, USA), utilizando uma fonte luminosa fixa
em 1000 mmol m? s de intensidade de fluxo de fotons fotossintéticos. As medicdes
foram realizas entre 7:30 e 11:30 horas obtendo-se as seguintes variaveis: A — taxa de
assimilacéo liquida de CO2 (umol CO, m? s™); E — taxa de transpiragdo (mmol H2O m
s1); gs — condutéincia estomatica (mol H.0 m2 s?). Calculou-se também a eficiéncia
instantanea no uso da agua (EUA) (A/E) [(umol CO2 m? s1)/ (mmol H20 m? s1)]
(Konrad et al., 2005).

Avaliou-se o teor relativo de clorofila das folhas, por meio do indice SPAD,
utilizando o aparelho SPAD-502-PLUS, no horéario de 08 as 11hs, com leituras em trés
pontos na face adaxial de cada folha, obtendo-se uma média. Também foram realizadas
andlises de fisiologia da folha com Fluorémetro Multiplex® (Force-A, Franga) com
multiplas fontes de excitacdo de luz (ultravioleta, azul, verde e vermelho), permitindo
estimar os indices relacionados ao teor de metabolitos secundéarios e balango nitrogénio
(Rossato et al., 2012). Obtendo-se assim, os indices de varios compostos, como o balanco
de nitrogénio (NBI-R e NBI-G), antocianina (ANT-RG e ANT-RB) e flavonoides
(FLAV). Essas foram mensuradas no horéario de 08 as 11hs, onde o equipamento foi
apontado para a folha totalmente expandida. Os indices obtidos pelo Multiplex®, sdo
derivados das diferentes combinacbes de comprimentos de ondas emitidos pelo
fluorédmetro. Os indices com a letra G sdo obtidos com a luz verde, indices com a letra B

pela luz azul e os indices com a letra R pela luz vermelha.

2.6 - Andlise estatistica
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O experimento foi implantado no esquema em faixas com dois fatores, devido as
complicagdes de ordem técnica e operacional na instalacdo e casualizagdo do sistema de
irrigacdo. Os principios estatisticos do experimento seguiram as recomendagdes descritas
por Duarte (1996). Na analise de variancia avaliou-se a significancia da interacdo entre
laminas de irrigacdo com ARS (50%, 75%, 200%, 125% e 150% ETc) e aplicacdo de
bioinsumos (co-inoculacdo e 100%NPK), bem como os efeitos isolados dos mesmos
fatores. Nos casos de significancia da interacdo, realizou-se o estudo do desdobramento
das laminas de irrigacdo, dentro da aplicacdo de bioinsumos, por meio da analise de
regressdo. A escolha do modelo estatistico de melhor ajuste foi baseada no grau de
significancia da regresséo e no coeficiente de determinacdo de cada modelo com ajuste
significativo. A avaliagdo da influéncia dos bioinsumos (co-inoculagéo e 100%NPK),
dentro de cada lamina de irrigacdo, foi realizada pelo teste Tukey a 5% de significancia.
Para comparar as testemunhas adicionais (Testemunha 1 SPC+100%NPK - e
Testemunha 2 SPC+co-inoculagdo) com os demais tratamentos comuns foi o utilizado o
teste Dunnet a 5% de significancia. Os procedimentos estatisticos foram realizados por
meio dos softwares Open Source R (R Core Team, 2016) utilizando-se os pacotes
‘agricolae’ (Mendiburu, 2023) e ‘Trataento.ad.” (Azevedo, 2022).

Foi realizada a Analise de Compenentes Principais (ACP) (Hair et al., 2009), a
partir da matriz de correlacdo das variaveis, obtendo-se os autovalores, autovetores e
grupos de variaveis inter-relacionadas. Foram selecionados os Componentes com
autovalor maior que 1 (Hair et al., 2009). Os escores foram avaliados por meio de média
e erro padrdo. Os procedimentos estatisticos foram realizados por meio dos softwares
Open Source R (R Core Team, 2016) utilizando-se os pacotes ‘DescTools’ (Signorell et
al., 2021) e ‘Psych’ (Revelle, 2022).

3. RESULTADOS

Nas Tabelas 3 e 4 sdo exibidos 0s resumos estatisticos para os atributos avaliados.
Os resultados indicam que a irrigacdo (I) teve um impacto significativo nos atributos
morfoagrondmicas e nos teores foliares. Por outro lado, os bioinsumos microbianos (B)
em sua maioria ndo mostraram diferencas significativas entre os tratamento co-inoculacéo
(Herbaspirillum seropedicae + Azospirillum brasilense) com 100%NPK. N&o foi
encontrada nenhuma interagéo significativa entre as fontes de variagéo (1*B) em relacdo

aos atributos morfoagrondmicas e aos teores foliares. Ao se comparar as testemunhas
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adicionais (SPC+100%NPK e SPC+co-inoculagdo) com 0s tratamentos comuns, observou-

se que houve diferencas significativas para todos os atributos morfoagronémicas e nos

teores foliares.

Tabela 3 — Resumo ANOVA (p-value) e valores referentes a aplicacdo dos bioinsumos

para os atributos de desenvolvimento vegetativo e nutricdo mineral

Fv AP DC MSE MSPA N P K Ca Mg Cu Zn
—————— P-Valor -

I 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,072 0,102 0,000 0,032

B 0,006 0,000 0,211 0,693 0,019 0,204 0,022 0,495 0,885 0,210 0,186

I*B 0,058 0,438 0,400 0,903 0,727 0,419 0,106 0,466 0,254 0,490 0,873
Test. 0,764 0,225 0,006 0,311 0,026 0,211 0,478 0,121 0,302 0,615 0,118
Test. Vs Trat 0,000 0,951 0,029 0,000 0,087 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Bloco 0,341 0,072 0,229 0,069 0,829 0,415 0,101 0,597 0,480 0,061 0,765
CV % 570 868 567 721 731 1284 449 643 1338 686 5,67
Co-inocul. 329a 218a 191a 403a 30,7a 6,17a 2531b 29a 3,17a 126a 29,0a

100%NPK 3,20b 205b 184a 408a 28,7b 58la 26,3a 258a 315a 13,0a 29,7a

| — Irrigagdo, B - Tratamentos com bioinsumos microbianos. AP- altura de planta, DC — didmetro
do colmo, MSE — massa seca espiga, MSPA — Massa seca parte aérea, N — teor foliar de
nitrogénio, P—teor foliar de fésforo, K— teor foliar de potassio, Ca— teor foliar de célcio, Mg— teor
foliar de magnésio, Cu - teor foliar de cobre, Zn - teor foliar de zinco.

Ao analisar a Tabela 4 com o resumo da anova para os atributos fisiolégicos,
observa-se que para as trocas gasosas A, gs, E, e A/E, houve maiores efeitos significativos
para as fontes de variacdo irrigacdo (I) e bioinsumos microbianos (B), quando o0s
resultados eram significativos para a fonte de variacdo B, a aplicacdo do tratamento co-
inoculacdo era superior ao 100% NPK. Basicamente ndo houve interacao significativa
entre I*B. Para a variaveis relacionadas aos metabdlitos secundarios antocianina (ANT-
RG e ANT-RB) e flavonoides (FLAV) e, balango de nitrogénio (NBI-R e NBI-G) ndo
houve efeitos significativos para as fontes de variagdo irrigacdo (I) e bioinsumos
microbianos (B), apresentando interacdo significativa I1*B para NBI-G e NBI-R. Ao
comparar as testemunhas adicionais com os tratamentos comuns, observou-se que houve

diferencas significativas em praticamente todos os atributos fisioldgicos.
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Tabela 4 — Resumo ANOVA (p-value) e valores referentes a aplicacdo dos bioinsumos

para os atributos fisiologicos

ANTH- ANTH-
SPAD A E A/E FLAV NBI-G NBI-R
FV RG RB

-- p-Valor

I 0,000 0,000 0,000 0,012 0,153 0,842 0,202 0,401 0,640

B 0,000 0,001 0,042 0,95 0,131 0,350 0,773 0,359 0,081

I*B 0,377 0,184 0,154 0,407 0,090 0,496 0,206 0,023 0,007
Test. 0,000 0,759 0,619 0,704 0,000 0,001 0,040 0,003 0,000
Test. Vs Trat 0,000 0,338 0,001 0,000 0,000 0,151 0,592 0,000 0,000
Bloco 0,000 0,916 0,187 0,119 0,872 0,959 0,238 0,727 0,439
CV% 1,24 8,06 14,96 16,55 28,36 -187,61 -6,56 24,95 24,16

co-inoculagdo 60,7a 33,1a 452a 760a 036a -0,03a -052a 200a 153a
100%NPK 578b 296b 4,04b 762a 032a -0,02a -052a 212a 1,70a

| — Irrigagdo, B - Tratamentos com bioinsumos microbianos. A — taxa de assimilacéo liquida de
CO; (umol CO, m? s1); gs — condutancia estomatica (mol H.O m? s%); E — taxa de transpiragéo
(mmol H20 m2s1); AJE - eficiéncia instantanea no uso da agua (EUA) (A/E) [(umol CO.m?2 s
9/ (mmol H20 m? s1)]. indices médios de flavondides (FLAV), antocianina (ANT-RG e ANT-
RB), balango de nitrogénio (NBI-G e NBI-R).

3.1 - Atributos morfoagronémicos

Os tratamentos com co-inoculacdo (adubacdo 30% menor) sdo estatisticamente
iguais aos com 100% de adubacdo (100%NPK), para todos os atributos
morfoagrondmicos. As maiores laminas de irriga¢do (100%, 125% e 150% de irrigacao
com ARS) sdo estatisticamente superiores as testemunhas, como observado para AP e
MSPA (Figura 2 A e D). Para o DC (Figura 2 B) as laminas de irrigacdo com 100% e
125% de ARS, sdo estatisticamente iguais as testemunhas, enquanto paras as laminas de
50% e 75% de ARS, a testemunha SPC+co-inoculacao se destaca estatisticamente. Em
relacdo & MSE (Figura 2 C) para as laminas de irrigacdo com 100% e 125% de ARS,
observa-se que a testemunha SPC+co-inoculacdo tem um desempenho estatisticamente
inferior. Em relagdo as laminas de 75% e 50% de ARS sdo estatisticamente iguais,

enquanto a testemunha SPC+100%NPK apresentaram melhor desenvolvimento.
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As letras mailsculas comparam a testemunha adicional SPC+100%NPK, enquanto as letras
mindsculas comparam a testemunha adicional SPC+Co-inoculagéo, com as laminas de aplicagdo
de ARS, com um nivel de significAncia de 5%, usando o teste Dunnet. Ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos Co-inoculacdo x 100%NPK, dentro de cada lamina de irrigacao

pelo teste Tukey (p<0,05).

Figura 2 - Atributos morfoagronémicos em funcédo das aplica¢fes dos bioinsumos e
irrigacdo com &gua residuéria de suinocultura comparado com as testemunhas.

A Figura 3 ilustra a variagdo dos atributos morfoagronémicos em funcédo das

laminas de irrigagdo com ARS (50%,

75%, 100%, 125% e 150% da ETc). Observa-se

que, todas as caracteristicas morfoagronémicas apresentaram incrementos lineares em

resposta ao aumento das laminas de irrigacdo com ARS.
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Figura 3 - Efeito das laminas de irrigacdo com ARS, em diferentes aplicacdes de

bioinsumos microbianos, nos atributos morfoagronémicos no cultivo de milho

3.2 - Teores foliares do milho

Os tratamentos com co-inoculacdo (adubacdo 30% menor) sdo estatisticamente
iguais aos com 100% de adubacdo (100%NPK), para os todos os teores foliares do milho
(Figura 4).

Para os teores foliares de N a testemunha 1 (SPC+100%NPK) é estatisticamente
igual a todas as laminas de irrigagdo com ARS (Figura 4 A). Em relacdo a testemunha 2
(SPC+co-inoculacdo), a igualdade estatistica é observada somente para as laminas de 50
a 100%, sendo maiores teores de N observado nas laminas maiores que 100%. Ao analisar
a variagdo atribuida exclusivamente aos bioinsumos microbianos, nota-se que mesmo
quando a co-inoculacéo recebe 30 pontos percentuais a menos de adubagéo, os teores de
N (30,7 g kg?!) sdo estatisticamente superiores aos teores de N (28,7 g kg?) do tratamento
com 100%NPK. Isso representa um aumento de 6,5% nos teores de N, mesmo com uma

reducdo de 30% na adubacéo nitrogenada.
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As letras maiusculas comparam a testemunha adicional SPC+100%NPK, enquanto as letras
minasculas comparam a testemunha adicional SPC+Co-inoculacéo, com as laminas de aplicagdo
de ARS, com um nivel de significancia de 5%, usando o teste Dunnet. N&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos Co-inoculagéo x 100%NPK, dentro de cada lamina de irrigagdo
pelo teste Tukey (p<0,05).

Figura 4 — Teores foliares em fungéo das aplicagdes dos bioinsumos e irrigacdo com

agua residudria de suinocultura comparado com as testemunhas

Os teores foliares de P (Figura 4 B) indicam que as laminas de 150% e 125% de
ARS sdo superiores a testemunha 1 (SPC+100%NPK). Enquanto para a testemunha 2
(SPC+Co-inculacdo) somente a lamina de 150% de ARS é superior.

Para os teores foliares de K, todas as laminas de irrigacdo com ARS demonstraram
niveis mais elevados em compara¢do com as testemunhas. Essa tendéncia pode ser

explicada pelos consideraveis teores de K (140 mg L) presentes na ARS (Tabela 2).
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N(gkg!')

Durante a execucdo do experimento, foram aplicados um de 1.117,8 m3 ha de ARS
(100% Etc), adicionando-se e ao sistema produtivo aproximadamente 156 kg ha* de K.
Os teores foliares de K s&o estatisticamente superiores para o tratamento com 100%NPK
(26,3 g kg!) quando comparado com a co-inculagio (25,3 g kg?), sendo o Gnico atributo
que apresentou esse resultado (Tabela 3).

Em relacdo aos teores foliares de Ca e Mg (Figura 4 D e E), foram adicionados ao
sistema produtivo um total de 9,9 kg ha™ e 13,4 kg ha'l, respectivamente, via ARS (100%
Etc), contudo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente. Destaca-se que foi
realizado calagem do solo antes da instalacdo do experimento.

A Figura 5, evidéncia a variagcdo dos teores foliares em funcdo das laminas de
irrigagdo com ARS (50%, 75%, 100%, 125% e 150% da ETc da cultura do milho) para
os teores de N, P e K. Observa-se que, todas as caracteristicas apresentaram incrementos

lineares em resposta ao aumento das laminas de irrigacdo com ARS.
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* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Figura 5 - Efeito das laminas de irrigacdo com ARS, em diferentes aplicacfes de

bioinsumos microbianos, nos teores foliares no cultivo de milho crioulo
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3.3 - Atributos Fisioldgicos

Os tratamentos com co-inoculacdo (adubacdo 30% menor) sdo estatisticamente
iguais aos com 100% de adubacdo (100%NPK), para os atributos de trocas gasosas
(Figura 6).
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As letras mailsculas comparam a testemunha adicional SPC+100%NPK, enquanto as letras
mindsculas comparam a testemunha adicional SPC+Co-inoculacéo, com as laminas de aplicagdo
de ARS, com um nivel de significancia de 5%, usando o teste Dunnet. N&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos Co-inoculacdo x 100%NPK, dentro de cada lamina de irrigacao
pelo teste Tukey (p<0,05).

Laminas de irrigaghio ARS (%F1c)

Figura 6 — Trocas gasosas em funcdo das aplicacdes dos bioinsumos e irrigagdo com

agua residuéria de suinocultura comparado com as testemunhas

Os resultados referentes a taxa de assimilacdo liquida de CO- (A) revelam que as
testemunhas apresentaram diferengas significativas em relacdo a todas as laminas de
irrigacdo com ARS (Figura 6A). As laminas de 100% e 125% de ARS sédo superiores,
enquanto as laminas de 50%, 75% e 150% exibiram resultados inferiores, observando-se
uma equacéo de segundo grau (Figura 7A). Embora ndo haja diferenca significativa entre
100%NPK e co-inoculagdo nas laminas de 50% e 75% de ARS (Figura 6A), é notével
visualmente que, em média, a co-inoculagio (29,0 pmol CO2 m? s?) apresenta resultados

maiores que 100%NPK (22,7 umol CO, m? s?). De forma isolada, os valores de
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assimilagdo liquida de CO., sdo estatisticamente superiores para co-inoculagido (33,1
pumol CO2 m2 s1) em relagéo ao 100%NPK (29,6 umol CO, m? s?) (Tabela 4).

Em se tratando da condutancia estomatica (gs) (Figura 6B), as laminas de 50%, a
100% de ARS, exibiram valores estatisticamente superiores as testemunhas.
Demostrando uma tendéncia de diminuicdo da gs com 0 aumento das laminas de irrigacao
com ARS (Figura 7 B).
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* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Figura 7 - Efeito das laminas de irrigacdo com ARS, em diferentes aplicacdes de
bioinsumos microbianos, nos atributos fisioldgicos de trocas gasosas no cultivo de milho

crioulo

Os valores referentes a taxa de transpiracéo (E) revelam que as laminas de 100% e
125% de ARS séo estatisticamente superiores as testemunhas, enquanto as laminas de
50%, 75% e 150% exibiram resultados estatisticamente iguais as testemunhas,
demostrando uma equacgao de segundo grau (Figura 7C). Embora nédo haja uma diferenca
significativa para 50% e 75% da aplicagdo de ARS (100%NPK X co-inoculacédo), €
notavel que, em média, a co-inoculagio (4,29 mmol H.O m s1) apresentou resultados

superiores a 100%NPK (3,33 mmol H0O m?s?). Ao se analisar de forma isolada (Tabela
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4), observa-se que a co-inoculacdo (4,52 mmol H,O m? s?) apresenta resultados
superiores em relacdo ao 100%NPK (4,04 mmol H,O m? s?). Para a eficiéncia
instantanea no uso da agua (A/E) (Figura 6E), as testemunhas séo estatisticamente iguais
a 150% de ARS, verificando-se um incremento linera conforme aumento das laminas de
irrigacao (Figura 7E).

Na Figura 8 sdo apresentados os resultados da comparacdo das testemunhas
(SPC+Co-inculagdo e SPC+100%NPK) com os tratamentos comuns e, a interagéo da
aplicacdo dos bioinsumos (co-inoculacdo e 100%NPK) dentro das laminas de irrigacdo
com ARS (50%, 75%, 100%, 125% e 150% da ETc da cultura do milho), para os atributos
bioguimicos e fisioldgico relacionados aos metabdlitos secundarios e balango de
nitrogénio (SPAD e MULTIPLEX).
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As letras mailsculas comparam a testemunha adicional SPC+100%NPK, enquanto as letras

mindsculas comparam a testemunha adicional SPC+Co-inoculagdo, com as laminas de aplicacdo

de ARS, com um nivel de significancia de 5%, usando o teste Dunnet. *Representa diferenca
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SPAD

estatistica (p<0,05) quando camparado os tratamentos co-inocula¢do x 100%NPK, dentro de cada
lamina de irrigacdo pelo teste Tukey.

Figura 8 — indice SPAD, indices médios de flavonoides (FLAV), antocianina (ANT-RG
e ANT-RB) e balanco de nitrogénio (NBI-G e NBI-R) de folhas de milho em fungéo das
aplicacdes dos bioinsumos e irrigacdo com agua residuéria de suinocultura comparado

com as testemunhas

Para o indice SPAD as testemunhas mostraram-se estaticamente inferiores para
todos os tratamentos, exceto, SPC+100%NPK com a laminas 50% de ARS. Apresentando
acréscimo conforme o incremento das laminas de ARS (Figura 9A). Apesar de ndo haver
diferenca estatistica, os valores da co-inoculacdo foram em media 5,10% superiores ao
tratamento com 100%NPK. De forma isolada (Tabela 4), o indice SPAD para a co-

inoculacao é estatisticamente superior a 100%NPK.
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Figura 9 - Efeito das laminas de irrigacdo com ARS, em diferentes aplicacbes de

bioinsumos microbianos, no incide SPAD e balanco de nitrogénio no cultivo de milho

crioulo
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Quanto aos indices médios de flavonoides (FLAV) (Figura 8B), nota-se que a
testemunha SPC+co-inculagdo apresenta um desempenho estatisticamente superior em
relacdo aos tratamentos com ARS. Por outro lado, a testemunha SPC+100%NPK é
estatisticamente igual a todos os tratamentos. Esses mesmos resultados foram observados
para a concentracdo de antocianinas obtida sob luz vermelha e luz verde (ANTH_RG)
(Figura 8 B). Para a antocianinas obtida sob luz vermelha e luz azul (ANTH_RB), as
testemunhas foram estatisticamente iguais a todos os tratamentos (Figura 8 C).

Para os valores de balanco de nitrogénio (NBI-G e NBI-R), observou-se uma
interacdo significativa entre irrigacdo e os bioinsumos microbianos, obtendo-se assim o
desdobramento entre os valores (Figura 8). De modos geral, a testemunha 1
SPC+100%NPK foi estatisticamente igual a todos os tratamentos (NBI-G e NBI-R),
enguanto a testemunha 2 SPC+co-inculacdo apresentou resultados inferiores para um
maior numero de tratamentos. Os tratamentos sob co-inoculacdo demonstraram uma
tendéncia de diminui¢do do NBI em fungéo do aumento das laminas de irrigagdo (Figura
9 B e D). Esses resultados indicam que a medida que as laminas de irrigagdo aumentam,
ocorre uma diminuicdo nos valores associados ao balanco de nitrogénio. Isso sugere que,
nas condicdes do presente estudo, ldminas de irrigacdo menores estdo associadas a um

maior balango de nitrogénio.

3.4 - Estatistica Multivariada - Anélise de Fatores

A avaliagdo dos grupos de variaveis inter-relacionadas e sua relacdo com o0s
tratamentos foi realizada a Anéalise de Fatores (AF) (Tabela 3). Foram avaliados os 5
primeiros fatores que explicaram 80% da variabilidade total dos dados e que apresentaram
autovalores maiores que 1 (Hair et al., 2009).

O Fator 1 reteve 35% da variabilidade total dos dados originais, e as maiores cargas
fatoriais positivas estiveram relacionadas ao grupo de variaveis MSP, MSE, AP, DC, N,
P, Cu e SPAD (Tabela 3). Ocorreu relagdo positiva entre MSP e teores de
macronutrientes, indicando que a taxa de crescimento relativo de matéria seca acompanha
as taxas de absorcéo relativa dos nutrientes. Observa-se uma forte influéncia do aumento
das laminas de irrigacdo por ARS, com escore positivos e associado ao grupo
correlacionado com Fator 1 (Figura 10A). Observa-se uma correlacdo moderada negativa
de Ci e ANTH_RG com o Fator 1. A co-inoculagdo promoveu contribui¢cdo para os

escores positivos do Fator 1, ou seja, contribui positivamente e com menor expressividade
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para o grupo de variaveis MSP, MSE, AP, DC, N, P, Cu e SPAD. Tal fato pode ser
corroborado pelos maiores escores atribuido a testemunha Adicional T2 (SPC+co-
inoculagéo), a qual foi inoculada.

O grupo dos atributos Mg e GS tiveram fortes cargas positivas no Fator 2 (22% da
variancia explicada) (Tabela 3), e ja os atributos Ca e Zn tiveram cargas positivas
moderadas. Cargas fatoriais negativas estiveram associadas ao Fator 2, associa¢do ao
atributo A/E (carga forte) e ANTH_RG (carga moderada). Escores positivos do Fator 2,
estiveram associados as laminas de 50, 75 e 100. Com lamina de 150 e irrigacdo com
agua bruta, observa-se relacdo com A/E e ANTH_RG. N&o houve influéncia da co-

inoculagéo (Figura 10B).

Tabela 3 - Cargas fatoriais @ dos atributos morfoagrondémicos, teores foliares, atributos
fisiologicos, autovalores e variancia explicada dos fatores ap6s o método ortogonal
Varimax

Autovalor 8.79 5.51 2.77 1.71 1.23

Variancia Explicada %  35.2 220 111 68 49 comunalidade
Variancia Acumulada % 35.2 57.2 68.3 75.1 80.0

Variaveis? Fator Fator ~ Fator Fator  Fator R?
1 2 3 4 5
MSP 0.89 -0.01 -0.15 -010 0.24 0.89
MSE 0.84 -0.19 -033 012 0.15 0.89
AP 0.88 004 -019 001 -0.06 0.81
DC 0.74 -0.32 -011 -0.14 -0.07 0.70
N 0.78 -010  0.02 015 -0.16 0.67
P 0.79 003 -0.02 -0.09 0.35 0.76
K 0.65 031 -006 017 037 0.70
Ca 0.55 0.60 012 033 0.6 0.82
Mg 0.01 0.71 001 050 019 0.79
Cu 0.74 0.37 0.00 008 0.36 0.82
Zn 0.56 0.59 010 029 0.16 0.77
A 0.10 -0.01 -091 005 -0.15 0.87
gs -0.15 074 -002 016 -0.23 0.65
E 0.02 044  -084 012 0.04 0.92
Ci -0.57 0.25 054 023 0.00 0.74
A/Ci 0.45 -0.05 -0.84 -0.07 -0.08 0.93
AJE 0.17 -0.77 027 -011 -021 0.75
SPAD 0.82 039 -016 003 -0.10 0.86
ANTH_RB 0.18 0.10 012 -0.83 0.20 0.79
ANTH_RG -0.50  -0.49 011 -032 051 0.87
FLAV -0.04  -0.33 0.04 -0.88 0.02 0.89
NBI_G 0.08 0.35 0.06 088 0.16 0.94
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NBI_R 0.10 0.25 0.04 0.88 0.32 0.95
SFR_G 0.41 0.42 0.20 042 0.09 0.57
SFR_R 0.29 0.11 018 0.22 0.72 0.69

@ Cargas fatoriais: forte - > 0,7 e moderada - entre 0,7 e 0,5 moderada (Hair et al, 2009). @ AP -
altura de planta, MSPA - massa seca da parte aérea, MSR - massa seca de raiz, N — teor foliar de
nitrogénio, P—teor foliar de fésforo, K— teor foliar de potassio, Ca— teor foliar de célcio, Mg teor
foliar de magnésio, CT — Clorofila Total; A — taxa de assimilacdo liquida de CO2, Gs —
conduténcia estomética, Ci — concentracdo interna de CO2, E — taxa de transpiragdo, A/E -
Eficiéncia instantanea no uso da agua e Ci - Eficiéncia instantanea de carboxilacéo.

O Fator 3 (11.1 %) e Fator 4 (6.8 %) apresentam forte contribuigdo dos atributos
bioguimicos e associados as trocas gasosas. No Fator 3 observa-se uma carga fatorial
forte negativa de A, E e A/Ci e seus escores negativos associados sao atribuidos as
laminas de 100 e 125, assim com a testemunha sem inoculacdo (Figura 10C). No Fator 4
observa-se uma carga fatorial forte negativa de ANTH_RB e FLAV, e carga fatora forte
positiva do NBI_G e NBI_R. Nos graficos de escores, os valores positivos (associados a
NBI_G e NBI_R), ocorrem para 100 de lamina bruta com co-inoculacdo e para 50 da
lamina. Os maiores escores negativos (associado a ANTH_RB e FLAV) séo atribuidos a
testemunha com 100 de adubacdo e sem inoculacdo. Fator 5 (4.9 %) apresentam forte
contribuicdo de SFR_R, e apresenta forte relacdo com a testemunha com co-inoculagao e

no grupo com co-inoculagao.
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Figura 10 - Representacdo da média e erro padrdo dos escores fatoriais de cada Fator
(F1, F2, F3, F4 e F5) e suas explicacbes proporcionais da variagdo dos dados, agrupados

nos tratamentos e testemunhas estudados

3. DISCUSSAO

Préticas agricolas sejam elas de natureza conservacionistas ou ndo modificam as
propriedades biologicas, fisicas e quimicas do solo, controlando o fluxo de dgua, oxigénio
e nutrientes no sistema, modulando assim as popula¢des microbianas do solo (Schmidt et
al., 2019; Hartmann e Seis, 2023). Os efeitos beneficos dos inoculantes microbianos séo
notavelmente amplificados em solos que oferecem condicdes bioldgicas mais favoraveis,
ou seja, com quantidade e qualidade de matéria organica, encontrado especialmente em
solos submetidos a préaticas sustentaveis (Vida et al., 2020; Marque et al., 2023).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com a literatura quando manejos
mais sustentaveis sdo utilizados: reduzindo-se 30% na adubacdo NPK, associado a

aplicacdo de BPCV (100%NPK + co-inoculagdo - Herbaspirillum seropedicae + SH
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Azospirillum brasilense) sdo estatisticamente equivalentes para todos os atributos
morfoagrondmicos e teores foliares (Figuras 2 e 4). Nas Tabelas 3 e 4 evidencia-se ainda
que os valores para co-inoculacdo séo estatisticamente superiores para os parametros AP,
DC, N, SPAD, A e E. De acordo com Li et al. (2020) os microrganismos sdo favorecidos
quando sob o0 SPD, que possibilita um ambiente rizosférico ideal para sobrevivéncia e
multiplicacdo dos microrganismos. Em contrapartida, solos de manejo convencional
apresenta caracteristicas indesejaveis para a manutencao e desenvolvimento da populagéo
de microrganismos do solo (Watt et al. 2006). O sinergismo da co-inoculagdo do H.
seropedicae + SH com A. brasilense aliado ao sistema plantio direto (SPD), com maior
qualidade bioldgica do solo (Tabela 1) gerou resultados satisfatério na producdo do
milho. Tal fato é corroborado pelos resultados obtidos na testemunha, em que a co-
inoculacdo (SPC+co-inoculacéo) e doses reduzida (30% de reducdo) os resultados séo
inferiores, visto que a menor qualidade bioldgica do sistema convencional de cutivo
(Tabela 1) pode ter resultado em diminuicdo da populacdo dos microrganismos
inoculados.

Corroborando com esses argumentos estdo o0s resultados relacionado as
testemunhas SPC+100%NPK e SPC+co-inoculagédo, conduzidas em uma area submetida
ao sistema plantio convencional, com préaticas de aracéo e gradagem, recebendo 100% da
demanda hidrica necesséria para a cultura e, com 100% e 70% (SPC+co-inoculagdo) da
adubacdo NPK recomendada, apresentaram predominantemente resultados inferiores em
relacdo aos atributos morfoagronémicos e teores foliares. De acordo com Kudoyarova et
al. (2019) quando sob situages de estresse 0s bioinsumos microbianos tendem a presentar
melhores resultados quando comparados com condigdes ideias de manejo. Contudo, para
Yu et al. (2012), em situacOes consideradas estressantes os resultados para a aplicacfes
de bioinsumos microbianos podem ser malsucedidos, se o ambiente ndo fornecer
condigBes minimas para sobrevivéncia dos microrganismos. Situacdo essa observada na
testemunha com o manejo sob SPC.

Mesmo com reducdo na adubagdo os microrganismos promotores de crescimento
vegetal tendem suprir a caréncia de adubo por meio de estruturas especializadas (Etesami
e Adl, 2020). Dentre os mecanismos descritos para o H. seropedicae e A. brasilense estéo;
fixacdo bioldgica de nitrogénio (Brusamarello-Santos et al., 2017), modulacdo de
fitohormonios (Cassan et al. 2014), estimulagdo da resisténcia das plantas a estresses
abioticos e mitigacdo do estresse hidrico (Fukami et al., 2018;Azevedo et al., 2019;

Freitas et al., 2020), modulagdo de enzimas em resposta a diferentes tipos de estresse
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(Nunes et al., 2021; Irineu et al., 2022), aumento da absorcdo de nutrientes e agua
(Ardakani et al., 2011), liberacdo de &cidos organicos, que podem solubilizar fosfatos de
calcio (Rodriguez et al., 2004).

Diversos autores relataram resultados significativos com a utilizacdo de
microrganismos promotores de crescimento vegetal. Fukami et al. (2016) trabalhou com
a utilizacdo de A. brasilense e observou que com menos adubagédo 25% nitrogenada ainda
é possivel encontrar resultados significativos de producdo vegetal. Alves et al. (2021)
quando inoculou milho com H. seropedicae + 40 kg ha® de N encontrou resultados
semelhantes com a adubag&o com 80 kg ha™* de adubacdo com N. Thiengo et al. (2023)
verificou que a aplicagdo de H. seropedicae + SH pode promover até 89% de acumulo de
N com um tratamento controle. Rosa et al. (2020) utilizando A. brasilense + Bacillus
subtilis reduziu 75% na adubacéo fosfata.

O fornecimento de nutrientes por meio ARS (Tabela 2) pode ser um fator que
contribui para os maiores valores dos tratamentos com ARS em relagdo as testemunhas,
visto que na Figura 3 e 5 houve incremento significativo para todas os atributos avaliados,
uma vez que a aplicacdo da ARS contribui com o incremento da fertilidade do solo
(Guidinelle et al., 2023). No entanto, essa explica¢do sozinha ndo é suficiente para se
justificar, visto que as laminas de 50% e 75% de ARS apresentaram resultados
semelhantes ou estatisticamente superiores as testemunhas para a maioria dos atributos,
conforme observado para AP, DC, MSPA, N, P, K, Cae Mg (Figura 2 e 4), mesmo assim,
ao se calcular o incremento de nutrientes via ARS os valores sdo inferiores a 100% da
adubacdo da testemunha (SPC+100%NPK). Reforcando a hipotese de efeito sinérgico
entre bioinsumo, sistema plantio direto e agua residuaria de suinocultura, conforme
observado por Guidinelle (2019).

Com relacéo as trocas gasosas nao houve diferenca estatistica entre (co-inculados
X 100%NPK), tais resultados podem ser atribuidos as melhorias provocadas pelos
bioinsumos no maquinario fotossintético da planta (Oliveira, 2020). Que estéo associados
a fixacdo biologica de nitrogénio, produgdo de pigmentos fotoprotetores, favorecendo o
aumento da taxa fotossintética (Bashan et al., 2006; Bulegon et al. 2017). Efeitos
benéficos da aplicacdo de H. seropedicae no aparelho fisiologico em plantas de milho
foram relatados por Canellas et al. (2012), em que houve maior estimulo na abertura
estomatica, além do aumento na atividade da H™-ATPases. Kasim et al. 2013 relatou que
A. brasilense poder condicionar os ajustes osmoticos no espaco apoplastico e ou

simplastico, buscando mitigar efeitos adversos abiéticos. Ramos et al. (2020) verificou
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que a inoculacdo com de H. seropedicae estimula a assimilacao liquida de carbono e a
eficiéncia de carboxilacéo.

Em relacdo as laminas de irrigagdo com ARS observa-se resultados distintos aos de
trocas gasosas encontrados na literatura. Os mecanismos evolutivos das plantas em
repostas a disponibilidade hidrica, ativam mecanismos de reducdo de gs para diminuir a
perda de agua para a atmosfera (Avila et al. 2017), quando sob déficit hidrico, como
relatado por Vitale et al. (2009). Porém, os resultados sugerem o oposto, como observado
nas Figuras 7 (C), maior valor de gs. Esse resultado pode ser atribuido manutencdo da
agua no sistema por meio do SPD, que ja é amplamente discutido na literatura (Zhao et
al., 2022), o que permite que as plantas tenham acesso suficiente a agua para atender as
suas necessidades fisioldgicas, mesmo quando a irrigacdo € aplicada em quantidades
menores. Como ja mencionado por Cooper et al. (2014), as plantas de milho tendem a ser
sensiveis a excesso de agua, sendo esses um dos possiveis motivos para os resultados
anormais para as trocas gasosas, com relagcdo aos incrementos das laminas de irrigacao.
Porém, salienta-se que ndo interferem no nivel de producdo conforme Figura 3. Contudo,
corroborando com Marques et al. (2021), altas doses de irrigacdo podem resultar em
maiores custos, energético para as plantas.

De modo geral a testemunha SPC+co-inoculagéo apresenta valores mais elevados
para flavanoides (FLAV) e antocianina quando excitada sob luz vermelha e verde
(ANTH_RG) (Figura A e B), que podem ser ligados a algum tipo de estresse que as
plantas estdo sofrendo (Kandil et al., 2004). Estudos sugerem que genes ligados aos
flavonoides, sinalizam papéis de defesa durante as associa¢fes planta-micrébio (Hassan
et al., 2012). Opostamente, observa-se uma diminui¢do dos valores relacionados ao
balanco de nitrogénio (NBI_G e NBI_R) para SPC+co-inoculacdo (Figura D e E). Tal
resultado pode ser atribuido ao fato que quando ha aumento dos niveis de flavonoides em
plantas, hd uma reducdo no balanco de nitrogénio, ocorre devido ao acimulo de
carboidratos. Nessas condicOes, as plantas ndo conseguem utilizar eficazmente esses
carboidratos para a sintese de aminoacidos ou outros compostos ricos em nitrogénio
(FREITAS, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2009). De acordo com Filho (2011) sugerindo
potencial indicador de menores teores foliar de N.

Contudo, observa-se repostas contrastantes a essa afirmacdo quando analisado a
Figura 9 (A e B), evidenciando-se uma diminuicao linear nos valores de NBI_G e NBI_R
conforme aumentam as laminas de irrigacdo nos tratamentos que utilizam a co-

inoculagdo, esses mesmo tratamentos apresentam maiores valores de N e indice SPAD
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quando analisados as Figuras 5 e 7 (A e A). Em contrapartida, os resultados sem
inoculagdo microbiana (100%NPK) ndo apresentaram significancia estatistica, ou seja,
0S microrganismos apresentam papel crucial nesses resultados.

Os bioinsumos microbianos possuem o potencial de influenciar respostas
fisioldégicas em plantas submetidas a estresses causados pela escassez de agua,
promovendo alteracbes no metabolismo de aclcares e no aparato fotossintético das
plantas (Canellas et al., 2012; Cortés-Patifio et al., 2022). Que por sua vez pode ser
potencializado pela aplicacdo foliar de H. seropedicae que foi realizada via foliar em dois
estadios diferentes de desenvolvimento da cultura. Ou seja, sugere-se que na presente
situacdo, menor disponibilidade hidrica, fornecida via ARS, que é notadamente uma
situacdo que amplifica os efeitos positivos dos bioinsumos, quando comparado com uma
situacdo ideal (Egamberdieva et al., 2017; Kudoyarova et al., 2019). Contribuiu com a
modulacéo e o aumento inicial do balango de nitrogénio, resultado similar ao descrito por
Irineu et al. (2022).

Ainda assim, os resultados do presente estudo ndo sao suficientes para compreender
totalmente o papel dos bioinsumos na fisiologia vegetal, sendo necessarias pesquisas mais
abrangentes para compreender essa situacdo completamente; no entanto, os resultados
apresentados fornecem uma diregéo significativa para as valiosas potencialidades do uso

de bioinsumos promotores de crescimento vegetal.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo da co-inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae + Substancias
Humicas com Azospirillum brasilense, nas presentes condi¢des desse estudo, revelou-se
como uma abordagem eficiente para substituir 30% da adubacdo NPK. Resultando em
uma reducdo parcial da dependéncia de insumos quimicos, sem impactar negativamente
a producao de milho.

O solo submetido ao sistema plantio direto e irrigado com agua residuaria de
suinocultura criou um ambiente edafico mais propicio e uma qualidade bioldgica mais
favoravel para o crescimento da populacdo microbiana introduzida no sistema.
Corroboram com os resultados encontrando no estudo conduzido em ambiente controlado
(Capitulo 1), agora confirmados em um experimento a campo.

Os parametros morfoagrondmicos e os teores foliares do milho responderam de

forma linear ao aumento das doses de agua residuaria de suinocultura, demonstrando um
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desempenho superior em relacdo a testemunha. No entanto, em termos gerais, observou-
se que as plantas apresentaram resultados fisiologicamente menos favoraveis com as
maiores laminas de 4&gua, correspondentes a 125% e 150% da demanda de

evapotranspiracdo da cultura.
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