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RESUMO

SIMAO, Bruna Rohem; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; fevereiro 2025; PROSPECC}AO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFATO E SUA INTERACAO FUNCIONAL COM MILHO-PIPOCA: ANALISES
MORFOFISIOLOGICAS E EFEITOS GENICOS ENVOLVIDOS; Orientador: D.Sc.
Antbénio Teixeira do Amaral Junior.

A busca por praticas agricolas sustentaveis e eficientes impulsiona a exploracéo
das intrincadas interacdes entre plantas e microrganismos. O presente estudo
investigou a simbiose entre bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) e o milho-
pipoca, uma cultura de expressivo valor econdmico, mas que carece de pesquisas
para a geracdo de produtos tecnoldgicos que atendam ao agronegocio brasileiro.
O objetivo primordial foi elucidar como essa interacdo pode otimizar a eficiéncia na
utilizacao de foésforo (P), um macronutriente essencial ao desenvolvimento vegetal,
notadamente em solos tropicais, onde sua biodisponibilidade frequentemente se
apresenta como fator limitante. Para tanto, realizou-se a prospeccao de BSPs,
avaliando diferentes espécies quanto a capacidade de solubilizar fosfato de calcio
e termofosfato em meios de cultura especificos. Posteriormente, foi analisada a
interacdo dessas bactérias com linhagens de milho-pipoca contrastantes para a
eficiéncia no uso de P, bem como com seus hibridos dialélicos, visando a
compreender a influéncia da constituicdo genética da planta sobre essa relacao
simbidtica. Os gendtipos foram cultivados em vasos com baixa disponilidade de P
em casa de vegetacdo e submetidos a trés tratamentos: inoculagdo com
Azospirilum brasilense, inoculagdo com Lecrercia adecarboxylata e ndo inoculado.
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Foram avaliadas caracteristicas morfofisiologicas, a eficiéncia de absor¢cédo e do
uso P, bem como a contagem de bactérias associadas as raizes. Os resultados
revelaram que, de maneira geral, os hibridos apresentaram desempenho superior
em comparacdo as linhagens, demonstrando maior capacidade de utilizar os
recursos disponibilizados pelos microrganismos selecionados. A inoculagdo com A.
brasilense promoveu incrementos significativos no crescimento dos hibridos,
resultando em aumentos expressivos na altura da planta aos 20 dias, na area foliar
e em massa seca da parte aérea e radicular. A inoculacdo com L. adecarboxylata,
embora tenha apresentado efeitos mais modestos, demonstrou potencial na
promocéao do crescimento vegetal, com desempenho superior no hibrido L75xL80.
Adicionalmente, as BSPs otimizaram a eficiéncia do uso e absor¢cdo do P pelas
plantas. Esses resultados corroboram a capacidade desses microrganismos em
converter o P presente no solo em formas mais biodisponiveis para as plantas,
potencializando seu desempenho. A analise fisiolégica demonstrou que as
bactérias promoveram melhorias na fotossintese, na condutancia estomatica e na
transpiracdo. A. brasilense induziu os maiores incrementos na taxa fotossintética
liquida, evidenciando seu impacto mais expressivo na otimizagcdo do metabolismo
do milho-pipoca. Para elucidar os mecanismos genéticos subjacentes a essas
interacOes, foi implementada a analise dialélica de Griffing, em que se estimou a
contribuicao de efeitos génicos aditivos e ndo-aditivos. Verificou-se que os efeitos
da capacidade especifica de combinacdo (CEC), associados a dominancia e
epistasia, foram mais proeminentes para a massa seca foliar e para caracteristicas
fisiologicas. Estes resultados revelam que a exploracdo da heterose constitui a
estratégia mais apropriada para a obtencdo de genoétipos superiores nessas
condicbes. Em sintese, este estudo ressalta o elevado potencial das BSPs,
especialmente A. brasilense, como biofertilizante para o milho-pipoca. Os
resultados demonstram que a selecdo de gendtipos que interagem mais
eficazmente com esses microrganismos € crucial para o desenvolvimento de
cultivares mais produtivas e sustentaveis. Ademais, esse trabalho é pioneiro ao
investigar a interacdo de BSFs com caracteristicas de crescimento e fisiologia do
milho-pipoca, abrindo novas perspectivas para pesquisas visando ao

desenvolvimento de uma agricultura ecologicamente responsavel.

Palavras-Chave: Estresses Abioticos; bactérias promotoras de crescimento

vegetal; fosforo; deficiéncia nutricional; dialelo.



ABSTRACT

SIMAO, Bruna Rohem; M.Sc.; State University of the North Fluminense Darcy
Ribeiro; february 2025; PROSPECTING FOR PHOSPHATE SOLUBILIZING
BACTERIA AND THEIR FUNCTIONAL INTERACTION WITH POPCORN:
MORPHOPHYSIOLOGICAL ANALYSES AND GENE EFFECTS INVOLVED;
Advisor: D.Sc. Antbnio Teixeira do Amaral Junior.

The pursuit of sustainable and efficient agricultural practices drives the exploration
of the intricate interactions between plants and microorganisms. This study
investigated the symbiosis between phosphate-solubilizing bacteria (PSB) and
popcorn, a crop of significant economic value but whose genetic improvement has
yet to be deeply explored. The primary objective was to elucidate how this
interaction can optimize phosphorus (P) use efficiency, an essential macronutrient
for plant development, particularly in tropical soils where its bioavailability is often a
limiting factor. To achieve this, PSBs were prospected by evaluating different genera
for their ability to solubilize calcium phosphate and thermophosphate in specific
culture media. Subsequently, the interaction of these bacteria with contrasting
popcorn maize lines for P-use efficiency, as well as their diallel hybrids, was
analyzed to understand the influence of the plant's genetic makeup on this symbiotic
relationship. The genotypes were cultivated in a greenhouse with low P availability
and subjected to three treatments: inoculation with Azospirillum brasilense,
inoculation with Leclercia adecarboxylata, and non-inoculated controls.
Morphophysiological traits were assessed, alongside P-use and uptake efficiency

and the bacterial count associated with the roots. The results revealed that, overall,
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the hybrids outperformed the inbred lines, demonstrating a greater ability to utilize
the resources made available by the selected microorganisms. Inoculation with A.
brasilense significantly enhanced hybrid growth, resulting in remarkable increases
in plant height, leaf area, and shoot and root dry mass. Inoculation with L.
adecarboxylata, although showing more modest effects, demonstrated potential for
promoting plant growth, with superior performance observed in the L75xL80 hybrid.
Additionally, PSBs optimized the plants' P-use and uptake efficiency. These results
support the ability of these microorganisms to convert soil P into more bioavailable
forms for plants, thereby boosting their performance. Physiological analysis
revealed that the bacteria improved photosynthesis, stomatal conductance, and
transpiration. A. brasilense induced the greatest increases in net photosynthetic
rate, highlighting its more pronounced impact on optimizing the metabolism of
popcorn. To elucidate the genetic mechanisms underlying these interactions, diallel
analyses were conducted using Griffing's method, which enabled the estimation of
additive and non-additive genetic effects. It was found that specific combining ability
(SCA) effects, associated with dominance and epistasis, were more prominent for
leaf dry mass and physiological traits. These results indicate that exploiting
heterosis is the most appropriate strategy for developing superior genotypes under
these conditions. In summary, this study highlights the high potential of PSBs,
especially A. brasilense, as biofertilizers for popcorn. The findings demonstrate that
selecting genotypes that interact effectively with these microorganisms is crucial for
developing more productive and sustainable cultivars. Furthermore, this research is
pioneering in investigating PSB interactions with growth and physiological traits in
popcorn, opening new perspectives for genetic improvement and the development

of ecologically responsible agriculture

Keywords: Abiotic stresses; plant growth promoting bacteria; phosphorus;

nutritional deficiency; diallel.
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1. INTRODUCAO

BN

A expansdao da agricultura, aliada a necessidade de cultivos mais
sustentaveis e mais adaptados as condi¢des de estresses abibticos, representa um
dos maiores desafios da comunidade cientifica que trabalha para o
desenvolvimento de novas cultivares (Yassitepe et al., 2019). Dentre os estresses,
a baixa disponibilidade de fosforo (P) € particularmente relevante, uma vez que a
deficiéncia desse mineral € um fator limitante para o crescimento e o
desenvolvimento das plantas (Zhang et al., 2014; Sun et al., 2018; Gerhardt et al.,
2019). Estima-se que cerca de 30% dos solos araveis em todo 0 mundo sejam
deficientes em P, requerendo uma continua aplicacdo desse fertilizante para
manter a produtividade das grandes culturas (MacDonald et al., 2011; Jiang et al.,
2017; De Oliveira et al., 2021).

A expectativa € que a populacdo mundial continue crescendo nos préximos
30 anos, chegando a 9,6 bilhdes de habitantes (ONU, 2012). Esse aumento
populacional resultara em uma maior demanda por alimentos, o que intensifica
ainda mais a pressdo sobre a producdo agricola para atender as necessidades
alimentares globais. A escassez de fésforo disponivel no solo pode limitar a
produtividade agricola, resultando em menor rendimento das colheitas e afetando
a seguranca alimentar global (Liu et al., 2015; Alewell et al., 2020; Solangi et al.,
2023).

Historicamente, os agricultores dependiam do fésforo natural do solo para

cultivar. No entanto, devido ao aumento da demanda de alimentos e a degradacao



do solo, houve menor disponibilidade do nutriente; por conseguinte, a busca por
fontes externas de fertilizantes fosfatados se tornou necesséaria. Neste cenério, a
rocha fosfatica, devido a sua abundancia, configurou-se em escolha frequente. No
entanto, esses insumos embora amplamente utilizados e considerados uma fonte
relativamente acessivel, séo caros e derivam de fontes ndo renovaveis (Schroder
et al., 2010). Estimativas indicam que as reservas de rocha fosfatica de facil acesso
se esgotardo antes do final deste século, tornando a fertilizacdo com P globalmente
inatingivel, especialmente para agricultores com recursos financeiros limitados
(Balemi e Negisho, 2012; Heuer et al., 2017).

Além disso, os precos dos fertilizantes aumentaram devido a conflitos na
Europa Oriental, uma regido-chave na producéo desses insumos. Esse cenario
ressalta a vulnerabilidade do sistema agricola global, altamente dependente de
mercados externos de fertilizantes. Esse contexto € particularmente relevante para
o Brasil, reconhecido como um dos maiores produtores e exportadores de graos,
mas que depende fortemente de fertilizantes importados. Trata-se do quarto maior
importador mundial de nitrogénio (N), P e potassio (K), adquirindo do exterior cerca
de 95% de K, 60% de P e 80% de N utilizados na agricultura (Agrolink, 2023).

Por outro lado, a aplicacdo de fertilizantes contendo P é desafiada pela
baixa eficiéncia na absorcdo do nutriente pelas plantas, com menos de 20% do
fertilizante fosfatado adicionado aos solos sendo efetivamente absorvido (Cordell e
White, 2014). Isso ocorre devido a sua baixa solubilidade e pouca mobilidade na
solucéo do solo (Ouyang et al., 2016; Liu et al., 2020). Em solos agricolas tropicais,
o teor total de P pode ser bastante elevado, variando entre 200 e 800 mg kg*. No
entanto, apenas uma pequena fracdo desse fosforo esta facilmente disponivel para
as plantas, devido a alta capacidade de adsorcdo no solo (Pavinato e Rosolem,
2008; Alori et al., 2017; Oliveira-Paiva et al., 2023). Isso ocorre porque o P soluvel
tende a se ligar fortemente a minerais de argila e cations metalicos (Hinsinger,
2001; Kalayu, 2019; Pavinato et al., 2020).

Em solos alcalinos, o fosforo inorganico (Pi; forma absorvivel pelas plantas)
é fixado principalmente por compostos de célcio, enquanto em solos &acidos,
especialmente os tropicais, a fixacéo ocorre predominantemente por éxidos de ferro
e aluminio, tornando-o indisponivel para a absorgéo pelas raizes. A alta presenca
desses Oxidos em solos tropicais intensifica a adsorgéo do fésforo, diminuindo sua

disponibilidade para as plantas. Por outro lado, o fésforo que nédo é adsorvido pelo
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solo permanece na solucdo e pode ser facilmente lixiviado para lagos e rios,
causando sérios impactos ambientais (Mpanga et al., 2019).

Diante deste cenério desafiador, uma estratégia para mitigar os impactos
atrelados ao uso excessivo do P ou da escassez desse nutriente no solo, é o
desenvolvimento de cultivares mais eficientes na sua aquisigéo e utilizagéo (Lynch,
2007; Jiang et al., 2017; Gerhardt et al., 2019). Em diversos paises, programas de
melhoramento com o milho tém desenvolvido pesquisas para identificar fontes de
germoplasma que sejam eficientes no uso do P (Gerhardt et al., 2017; Silva et al.,
2019; Fritsche-Neto e Borém, 2022; Simao et al., 2023; Bispo et al., 2024).
Entretanto, esse enfoque tem sido menos explorado para o milho-pipoca, uma
cultura agricola de alto valor agregado e com uma demanda global significativa,
mas pouco explorada por programas de melhoramento.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) € uma
das poucas Instituicées publicas que desenvolve pesquisas com o melhoramento
do milho-pipoca no Brasil. Uma vertente do programa de melhoramento da UENF
envolve o estudo da nutricdo mineral para a eficiéncia no uso do P. Nessa linha de
pesquisa, que é Unica no pais, foi possivel identificar variabilidade genética na
Colecao de Germoplasma da UENF, em que gendtipos apresentaram diferentes
niveis de eficiéncia e responsividade ao uso de P (Silva et al., 2019; Santos et al.,
2022; Bispo et al., 2024). Além disso, analises genéticas revelaram prevaléncia de
efeitos de dominancia para essa caracteristica, indicando a exploracéo da heterose
como meio eficaz para obter gendtipos superiores para condicbes de baixa
disponibilidade de P (Gerhardt et al., 2019; Bispo et al., 2025). Contudo, mesmo
com a identificacdo de genotipos eficientes, as perdas de rendimento sob estresse
em comparacdo com as condicdes normais de P ainda sao elevadas (Gerhardt et
al., 2017; 2019).

Neste sentido, uma das alternativas para aumentar a capacidade da planta
em adquirir o P no solo € a associacdo com bactérias solubilizadoras de fosfato
(BSP). Os microrganismos associados as plantas desempenham um papel crucial
no suprimento de nutrientes e na produtividade do vegetal, com efeitos benéficos
para com a resiliéncia e a adaptagdo em condigdo estressante (Busby et al., 2017).
Esses microrganismos séo capazes de secretar acidos organicos, produzir enzimas
fosfatases e usar troca idnica para converter fosfato insolivel em soluvel; além

disso, a associacdo com bactérias oferece beneficios adicionais as plantas,



incluindo fixacdo de nitrogénio, resisténcia a patdgenos, aumento na absorcdo de
agua e nutrientes, producdo de horménios vegetais e desintoxicacdo de metais
pesados (Patil et al., 2012; Dias et al., 2016; O'Callaghan et al., 2022; Silva et al.,
2023).

No Brasil, diversos produtos bioldgicos a base de BSP foram desenvolvidos
e comercializados para melhorar a solubilizacdo de fosfato, como o BiomaPhos,
desenvolvido pela Embrapa Milho e Sorgo, que contém bactérias dos géneros
Bacillus subtilis e Bacillus megaterium para promover a liberagéo de fésforo no solo
e melhorar a nutricdo das plantas. Além disso, produtos como Omsugo™ P e
Omsugo™ ECO, desenvolvidos pela Corteva Agriscience em parceria com a
Embrapa, utilizam cepas exclusivas de Bacillus para culturas como soja e cana-de-
acucar, contribuindo para um manejo mais sustentavel dos fertilizantes fosfatados.
Esses bioinsumos vém ganhando destaque como alternativas sustentaveis para
reduzir a dependéncia de fertilizantes eficientes e promover a eficiéncia na
utilizacdo de nutrientes no sistema agricola.

Com o intuito de aprimorar a eficiéncia na solubilizacdo e na
disponibilizacdo do fosfato inorganico, a exploracdo de microrganismos possui
elevado potencial, destacando-se como estratégia biotecnoldgica promissora, com
resultados comprovados em milho comum (Batista et al., 2018; Caporossi et al.,
2024; Pereira et al., 2024), sorgo (Soares et al., 2013), arroz (Bonilla et al., 2011;
Tejera-Hernandez et al., 2013; Simdes et al., 2023), trigo (Cabral et al., 2016),
dentre outras (Elhaissoufi et al., 2022). Essa abordagem tem atraido consideravel
interesse global ao longo das ultimas décadas (Elhaissoufi et al., 2022; Oliveira-
Paiva et al., 2023). Nesse contexto, o uso de inoculantes microbianos emerge como
uma oportunidade significativa capaz de modernizar praticas agricolas, reduzir
custos e se alinhar aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel delineados pela
Organizacao das Nacdes Unidas (Oliveira-Paiva et al., 2023).

As plantas sdo responsaveis por realizar uma selecdo criteriosa dos
microrganismos que colonizam a rizosfera (Bulgarelli et al., 2013; Philippot et al.,
2013). Assim, o microbioma presente na rizosfera das plantas € influenciado pela
trajetéria genética e evolutiva da propria planta (Yeoh et al., 2017). Embora se saiba
gue esse processo de selecdo é transmitido geneticamente, as implicacdes
hereditarias tém sido exploradas de maneira limitada até entdo (Walters et al.,

2018). Portanto, a avaliacdo da capacidade de interacdo entre espécies bacterianas
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solubilizadoras de fosfato e gendétipos de milho-pipoca se torna conveniente, posto
gue estudos sobre os mecanismos genéticos envolvidos na interacdo sdo de
extrema relevancia para se obter avancos significativos para o agronegdcio.
Outrossim, ainda hé caréncia de estudos fundamentais para o desenvolvimento de
inoculantes eficientes em milho-pipoca. Por todos esses fatos, apesar do potencial
de microrganismos em suplementar o fornecimento de P para as plantas, a
utilizacdo destes permanece um campo de pesquisa relativamente pouco
explorado para a cultura do milho-pipoca.

Isto posto, o0 estudo ainda n&o explorado dos efeitos génicos envolvidos na
interacdo entre espécies bacterianas solubilizadoras de fosfato em gendétipos de
milho-pipoca configura o principal objetivo do presente trabalho. Além disso, esse
trabalho buscou selecionar espécies bacterianas com capacidade de solubilizacéo

de fosfato e de interacdo com genotipos de milho-pipoca.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da interacdo entre espécies bacterianas solubilizadoras
de fosfato e quantificar os efeitos génicos envolvidos na interacdo destes
microrganismos com linhagens de milho-pipoca contrastantes para a eficiéncia e

responsividade no uso do fosforo juntamente com seus hibridos dialélicos.

2.2 Objetivos especificos

A- Discriminar a capacidade de bactérias para a solubilizacdo de fosfato
inorganico em meio solido e liquido;

B- Avaliar caracteristicas morfofisiologicas de linhagens e hibridos de milho-
pipoca cultivados com fonte inorganica de fosforo na presenca de bactérias
solubilizadoras de P;

C- Discriminar linhagens e hibridos de milho-pipoca eficientes na interacéo
com espécies bacterianas solubilizadoras de P; e

D- Estimar os efeitos génicos envolvidos no controle de caracteristicas
morfofisiolégicas da interacdo bactérias solubilizadoras de fosfato versus

gendtipos de milho-pipoca.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A culturado milho-pipoca

O milho-pipoca € um tipo especial de milho, considerado uma subespécie
de Zea mays, denominado Zea mays L. var. everta (Sturtev) L.H. Bailey (Galinat,
1979). Pertencente a familia Poaceae, € uma planta monocotileddnea da tribo
Maydeae, género Zea e espécie mays (Zea mays L.) (Goodman e Smith, 1987). E
interessante notar que o milho-pipoca e o milho comum compartilham o mesmo
namero de cromossomos (n = 10) (Ranum et al., 2014).

A origem geografica do milho é tematica de interesse historico e cientifico.
Acredita-se que o milho tenha sido uma das primeiras espécies cultivadas por
agricultores ha cerca de 7.000 a 10.000 anos. Evidéncias arqueoldgicas, como
espigas de milho pequenas com mais de 5.000 anos encontradas em cavernas no
México, apoiam essa hipotese (Ranum et al., 2014). No entanto, a origem exata do
milho tem sido debatida ao longo do tempo.

Alguns estudiosos argumentam que o milho se originou do teosinto, um tipo
de capim silvestre que é substancialmente diferente do milho atual (Beadle, 1939).
Outros sugerem que o milho é o resultado de um hibrido entre duas gramineas
silvestres: o teosinto Zea diploperennis e uma espécie de Tripsacum (Ranum et al.,
2014). No entanto, a teoria mais amplamente aceita na atualidade é que o milho
evoluiu na regido central do México a partir do teosinto, aproximadamente 9.000
anos atras (llitis, 1983). Essa perspectiva ganhou maior aceitagdo devido a

evidéncias genéticas, arqueoldgicas e botanicas que conectam o teosinto ao milho



e as populacdes indigenas do México, onde o milho foi um dos principais alimentos
cultivados. Essa € uma historia fascinante de domesticagéo de plantas que teve um
impacto significativo na agricultura e na alimentag&o ao longo dos séculos (Smith,
2021).

A domesticacdo do milho envolveu a selecdo de plantas com
caracteristicas desejaveis, como grdos maiores e mais produtivos. Conforme os
agricultores nativos cultivavam variedades de milho ao longo de geragdes, eles
notaram que algumas espigas desenvolviam cascas duras e densas que nao se
rompiam facilmente quando cozidas. Essas espigas eram, de fato, as precursoras
do milho-pipoca. Portanto, a domesticacdo seletiva do milho ao longo dos séculos
resultou em variedades especificas que tinham essa caracteristica Unica de
expandir quando aquecidas. As populacdes indigenas da América Central e do Sul
estavam entre as primeiras a descobrir e apreciar esse fendmeno. A pipoca logo se
tornou uma iguaria valorizada por muitas culturas nativas americanas e sua
popularidade se espalhou a medida que as pessoas ao redor do mundo a
descobriram. Hoje, a pipoca € consumida em todo o mundo e é uma das formas
mais antigas e apreciadas de lanche (Smith, 2021).

O milho-pipoca possui caracteristicas distintas em relacéo ao milho comum.
Estas diferencas incluem colmos mais finos, folhas geralmente em menor niamero
e espigas menores, mais humerosas e normalmente posicionadas em uma altura
mais elevada. Essas caracteristicas tornam a planta mais suscetivel ao
acamamento e quebramento do colmo, além de maior suscetibilidade a doencas e
estresses abioticos (Sawazaki, 2001). Todavia, a principal caracteristica que
diferencia a pipoca dos outros tipos de milho € a capacidade de expansao dos graos
em resposta ao aquecimento (Ziegler, 2000). Quando os grdos sao aquecidos a
temperaturas acima de 180°C, eles sofrem expanséao devido a presenca de 6leo e
umidade no gréao (Silva et al., 1993). Quanto maior a capacidade de expansao,
melhor a qualidade da pipoca (Sawazaki, 2001).

O milho-pipoca é uma cultura altamente apreciada e com mercado global
avaliado em US$ 13,4 bilhdes em 2023 (Gopinath et al., 2024). Assim como o milho
comum, ha um aumento significativo na demanda e representa um mercado
promissor. Embora as empresas de empacotamento brasileiras possuissem
hibridos de alta qualidade, é relevante destacar que a maioria desses hibridos foi

desenvolvida fora do pais, principalmente nos Estados Unidos da América e na



Argentina. Como resultado, apesar do crescente volume de exportagdes, o Brasil
ainda importa uma parcela significativa do milho-pipoca que consome, conforme
informacdes do Ministério do Desenvolvimento, Industria, Comércio e Servicos
(MDIC) (2024). Para diminuir essa dependéncia de importacdes e impulsionar a
producdo nacional, uma estratégia eficiente é o desenvolvimento de genétipos mais
adaptados e produtivos, que apresentem qualidade comparavel aos hibridos norte-
americanos.

A regido centro-oeste € a principal produtora de milho-pipoca no Brasil, com
destaque especial para o estado do Mato Grosso. Os produtores de milho-pipoca
no Brasil s&o em sua maioria 0S mesmos que cultivam soja, uma vez que a pipoca
€ uma cultura de baixo custo e com precos competitivos no mercado. Por essa
razdo, a producao de milho-pipoca se tornou uma opcéao atrativa para os plantios
de safrinha, ou seja, para o periodo de cultivo apés a colheita da safra principal de
soja (Chanceller, 2021).

Neste contexto, o desenvolvimento de genotipos mais tolerantes a
estresses abidticos, com maior eficiéncia na utilizacdo de recursos como agua e
nutrientes, é fundamental para garantir a seguranca alimentar e o sucesso dessa
cultura no Brasil. Portanto, a pesquisa continua e o avanc¢o na adaptacao do milho-
pipoca as condi¢des nacionais sdo vitais para o fortalecimento da producéao interna

e a promocao de uma agricultura sustentavel no pais.

3.2 Fésforo no continuum solo-planta

A disponibilidade adequada de fésforo € essencial para o crescimento
saudavel das plantas e para alcancar altos niveis de produtividade agricola. O
fésforo é um dos principais macronutrientes necessarios para o desenvolvimento
vegetal, atuando em processos vitais, como na transferéncia de energia e sintese
de compostos essenciais, incluindo o DNA, o RNA e os fosfolipidios que compdem
as membranas celulares (Fageria et al., 2017; Kleinert et al., 2017; Vengavasi et
al., 2017; Alewell et al., 2020).

Apesar de sua importancia, a deficiéncia de fésforo no solo é um problema
global de grande relevancia. Estudos relatam que aproximadamente 30% dos solos
araveis em todo o mundo séo deficientes em P (MacDonald et al., 2011; Su et al.,
2021). No contexto brasileiro, em aproximadamente 90% das analises realizadas
nos solos do pais ha indicios de teores baixos de P disponivel para as culturas, o
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gue implica na necessidade de aplicacdo de altas quantidades desse nutriente para
suprir a demanda das plantas, representando um custo significativo para 0s
agricultores (Yang et al., 2017; Lambers e Plaxton, 2018; Pavinato et al., 2021).
Além disso, a baixa disponibilidade de fosforo pode limitar a produtividade agricola,
impactando a seguranca alimentar e a economia do pais.

O ciclo do P é um processo fundamental na dindmica dos nutrientes e tem
implicag@es cruciais na agricultura e na qualidade da agua. A ciclagem do nutriente
no ambiente comega com o intemperismo das rochas ricas em fosfatos, liberando
ions fosfato no solo. O fésforo é, entdo, absorvido pelas particulas do solo, retido
por adsorcdo e também € liberado pela mineralizacdo da matéria organica. As
plantas absorvem o fésforo do solo e esse nutriente é transferido ao longo da cadeia
alimentar. Residuos organicos retornam o fosforo ao solo, que pode ser lixiviado
pelas aguas e fixado a particulas do solo, limitando sua disponibilidade para as
plantas (De Godoy et al., 2021).

Naturalmente, o fosforo presente no solo pode existir em diferentes formas
guimicas, sendo classificado em formas organicas e inorganicas (Pi). As formas
organicas desse mineral consistem em uma variedade de compostos que diferem
em termos de biodisponibilidade e solubilidade (Novais e Barros, 1997; Condron et
al., 2005; Weihrauch e Opp, 2018; Doydora et al., 2020). No solo, a maior proporgcao
de fésforo encontra-se fixada em formas que as plantas ndo conseguem absorver
diretamente. E essencial compreender que as formas disponiveis e assimilaveis
pelas plantas sdo os ions ortofosfatos (H.PO4” ou HPO4?), 0s quais estéo presentes
na solucéo do solo, correspondendo a apenas 0,01% do total de fésforo disponivel
(Penn e Camberato, 2019; Mitter et al., 2021).

A maioria das formas organicas de P é geralmente encontrada como
inositol P, anidridos de acido fosférico e fosfonatos, os quais tém origem em
residuos vegetais e esterco animal, estando indisponivel para a absorcéo imediata
pelas plantas (Gerke, 2015; Fageria et al., 2017; Weihrauch e Opp, 2018; Pavinato
etal., 2021). Ja as formas inorgéanicas de P, prontamente disponiveis para absor¢ao
e utilizacdo pelas plantas, englobam minerais contendo P precipitado, nos quais o
foésforo é parte integrante de sua estrutura. Exemplos desses minerais incluem
apatitas, estrengita e variscita, todos caracterizados por alta estabilidade, cuja
solubilidade é influenciada pelo pH do solo (Figura 1). Outros fatores, como o teor
inicial de fosforo no solo, a textura, a temperatura, a umidade e a aeracédo, também
influenciam a disponibilidade do nutriente (Filippelli, 2002; Kozerski e Ferreira,
2023).
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Figura 1. Efeito do pH na disponibilidade de P no solo para as plantas.
Fonte: Adaptado de Hyland et al. (2005).

Mesmo com aplicacdo de fertilizantes no solo, o fosforo € um dos
elementos menos acessiveis para as plantas. Essa baixa acessibilidade decorre
principalmente de sua moderada solubilidade e pouca mobilidade no ambiente do
solo (Ouyang et al., 2016; Liu et al., 2020; Oliveira-Paiva et al., 2023). O fosforo
interage rapidamente com diversos cations, o que reduz sua disponibilidade para
as plantas, tornando-se, assim, escassamente disponivel para absorcdo pelas
plantas, principalmente devido aos fluxos difusivos limitados de P no solo em
direcdo a superficie das raizes (Novais e Smith, 1999; Amadou et al., 2022). Essa
interacdo é notadamente significativa com cations divalentes, como célcio (Ca),
ferro (Fe) e aluminio (Al), formando minerais fosfatados insoluveis (Figura 1). A
dissolucdo depende de varios fatores, incluindo o pH do solo e a presenca de
particulas especificas (Shen et al.,, 2011; Barrow, 2017; Fageria et al., 2017;
Doydora et al., 2020).

Os oOxidos de aluminio e ferro, que se concentram na fracdo argilosa de
solos acidos devido ao intemperismo intenso de minerais primarios, desempenham
funcdo fundamental na geracdo de estresses abidticos, resultando em ocorréncia
generalizada de toxicidade de aluminio e baixa disponibilidade de fésforo em solos

tropicais. Além disso, a difusdo de fésforo em solos altamente intemperizados é
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acentuadamente influenciada pelo teor de umidade do solo, que varia
sazonalmente, resultando em suprimento descontinuo de P para as plantas e,
consequentemente, em absorgao irregular desse nutriente (Liebisch et al., 2014;
Zhu et al., 2018). Os solos tropicais apresentam caracteristicas particulares, como
alta intemperizacao, baixa disponibilidade de fésforo e forte interacdo com a matéria
organica e os minerais de argila, exigindo abordagens especificas para a
otimizacdo da nutricdo vegetal (De Novais et al., 1985).

O continuum solo-planta é bem dindmico, sendo dificil definir o pH 6timo
para as diversas culturas. Em geral, a maxima disponibilidade do fésforo para as
plantas ocorre com os valores de pH entre 6 e 7 (Figura 1). Com o aumento do pH
ocorre menor adsorcéo entre o fosfato e a superficie adsorvente. Contudo, em solos
com pH muito alcalino, quase todo o P inorganico encontra-se como PO4*, forma
nao absorvida pelas plantas. Ademais, em solos calcéarios o P pode ser precipitado
como hidroxiapatita ou como carbonatoapatita (Haefele et al., 2014).

Essas formas inorganicas de P possuem funcéo fundamental na retencéo
e liberacédo gradual de fosforo, afetando diretamente sua disponibilidade para as
plantas. A dinamica das formas inorganicas de P € influenciada por diversos
fatores, incluindo a acidez do solo e as atividades biologicas da rizosfera,
destacando a importancia da interacdo entre os componentes do solo, plantas e
microrganismos para otimizar a disponibilidade desse nutriente vital para o
crescimento das culturas (Shen et al., 2011; Elhaissoufi et al., 2022). Além da fracéo
de P organico e dos fertilizantes fosfatados prontamente disponiveis para as
plantas, atividades tanto das raizes quanto dos microrganismos associados
desempenham funcdo essencial em melhorar a disponibilidade de fosforo na
rizosfera (Blume et al., 2016; Elhaissoufi et al., 2022).

Apbs a absorcao nas células da raiz, o Pi € subsequentemente usado para
sintetizar compostos contendo P, como ATP ou fosfolipidios, ou pode entrar no
vacuolo, onde é armazenado (Siddigi et al., 1981; Mlodzinska e Zboinska, 2016).
Dessa forma, quando ha excesso de Pi disponivel, ele é absorvido e armazenado
em vacuolos na forma de ortofosfato em células vegetativas (Liu et al., 2015),
enquanto nas sementes o Pi é acondicionado em vacuolos especializados no
armazenamento de proteinas na forma de fitato (Yang et al., 2017).

Como o Pi pode néo estar disponivel em concentracdes ideais durante todo

o ciclo de vida da planta, sempre que hd um declinio na concentracdo de Pi no
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citosol os suprimentos de Pi sdo operados pelo pool de vacuolos-Pi (Liu et al.,
2015). Portanto, o influxo e o efluxo otimizados de Pi dos vacuolos séo essenciais
para manter a homeostase do Pi em outras organelas e tecidos, o que se amplia
também de forma regular para toda a planta (Srivastava et al., 2018).

A importancia de controlar o nivel de Pi também se estende a outras
organelas, incluindo plastidios, mitocéndrias e Golgi (Versaw e Garcia, 2017).
Ademais, a deficiéncia de Pi reduz a producao de ATP e diminui a assimilacéo de
CO,, ocasionando escassez de disponibilidade de sacarose soluvel e acumulo de
amido (Guo et al., 2014). Inobstante, o Pi tem efeito importante no metabolismo do
carbono vegetal (Carstensen et al., 2018) envolvido na fotossintese (Guo et al.,
2014).

Em conclusdo, o estudo de respostas fisiolégicas, como a expressao
fotossintética ao déficit de Pi em genadtipos de milho-pipoca tende a contribuir para
com o entendimento da adaptacdo da planta ao estresse desse fundamental

nutriente.
3.3 Mecanismos de solubilizacdo de fosfato

A disponibilidade limitada de fosforo na forma de ions ortofosfatos
representa um desafio para as plantas (Penn e Camberato, 2019; Mitter et al.,
2021). Isso resultou na evolucéo de estratégias adaptativas em plantas cultivadas
em solos com baixa disponibilidade de P (Fritsche-Neto e Borém, 2022), como
alteracdes morfolégicas nas raizes, por meio do crescimento de pelos radiculares
mais densos e longos, que estdo relacionados a secrecdo de acidos organicos e
fosfatases acidas para liberar fosfato inorganico (Pi) de fontes organicas no solo
(Lépez-Arredondo et al., 2014; Zhang et al., 2014; Lan et al., 2018).

Outro mecanismo envolvido na aquisicdo do P é o recrutamento seletivo de
microrganismos presentes no solo (Figura 2), processo fundamental que a planta
desempenha (Edwards et al., 2015). Acredita-se que sob estresse a planta ajusta
a composicdo dos exsudatos radiculares com o objetivo de selecionar
microrganismos benéficos, formando, assim, uma comunidade ativa que age como

sua primeira linha de defesa contra possiveis danos (Castrillo et al., 2017)
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Figura 2. Mecanismos de aquisi¢cao e utilizacao de fésforo (P) em plantas.
Fonte: Adaptado de Fritsche-Neto e Borém (2022).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato atuam transformando e
tornando acessiveis para as plantas as formas complexadas de fésforo soltvel. Isso
ocorre por meio de processos como solubilizacdo, quelacdo, mineralizacdo e
imobilizacdo do fosforo, que contribuem diretamente ou indiretamente para o
desenvolvimento das plantas (Yahya et al., 2021; Timofeeva et al., 2022; Pang et
al., 2024).

A relacdo entre os microrganismos e o0 solo na rizosfera envolve a
ocorréncia de processos metabdlicos importantes, tais como a liberacéo de acidos
organicos, a producao de sideroforos, a secrecdo de ions H*, a producdo de
enzimas fosfatases, a fixacdo de nitrogénio e a producao de fitormbnios (Souto,
2020; Mendes et al., 2021; Pang et al., 2024). Dentre esses mecanismos, a
liberacdo de acidos organicos é um dos mais importantes (Barroso, 2006; Inacio et
al., 2020).

Os acidos organicos sdo produtos resultantes do metabolismo microbiano,
predominantemente provenientes de processos de respiragdo oxidativa ou
fermentacdo de fontes organicas, como a glicose. Sua composi¢do pode variar
dependendo da natureza do meio, das condi¢Bes nutricionais, fisiolégicas e do
crescimento da cultura (Barroso, 2006). Diferentes espécies bacterianas, tais como

Serratia sp., Bacillus sp., Enterobacter sp. e Azospirillum sp. tém a capacidade de
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sintetizar diversos acidos organicos, incluindo o latico, o malico, o acético, o oxalico
e 0 gluconico (Tahir et al., 2013; Behera et al., 2014, Liang et al., 2020). Dentre
esses, 0 acido gluconico € especialmente conhecido por quelar os cations fixados
ao P insoluvel, favorecendo a sua solubilizacéo (Yu et al., 2019).

Além disso, a producado de sideroforos pelos microrganismos rizosféricos
também possui grande importancia para a dissolu¢éo do fosfato agregado ao ferro
(Sharma et al., 2013; Batista et al., 2018; Singh et al., 2022). Em estudos de Batista
et al. (2018) implementados na Embrapa Milho e Sorgo, a producéo de sideréforos
pelos isolados bacterianos solubilizadores de fosfato variou significativamente e foi
correlacionada com a capacidade de solubilizacdo de P-Fe. No entanto, a eficiéncia
desses acidos inorganicos para a disponibilizacdo do P ainda se mostra
consideravelmente menor em comparagéo aos acidos organicos (Alori et al., 2017).

Ademais, a mineralizacéo do fésforo ocorre pela acdo de microrganismos
produtores de enzimas denominadas fosfatases e fitases, que catalizam a hidrélise
de ésteres e anidridos de H3PO4. Assim, o fésforo € liberado de forma imediata para
a solucéo do solo e se torna disponivel para as plantas (Grobelak et al., 2015; Li et
al., 2015; Afzal et al., 2017; Lidbury et al., 2022; Fitriatin e Joy, 2024).

Compreender os intricados mecanismos de solubilizacdo de fosfato &
essencial para desvendar a complexa relacédo entre plantas e microrganismos no
solo. Os processos de solubilizacdo, quelacéo e liberacdo de fosforo representam
um elo critico na nutricdo vegetal e na manutencdo da fertilidade do solo. Ao
desvendar esses mecanismos, pode-se nao apenas ampliar o conhecimento sobre
a dindmica do fosforo no ecossistema, mas também explorar oportunidades
promissoras para aprimorar a eficiéncia do uso desse nutriente vital na agricultura

e, assim, contribuir para a promocéao do crescimento mais sustentavel das plantas.

3.4 Promocdo do crescimento de plantas por microrganismos

solubilizadores de fosfatos

Para otimizar a eficacia agrondmica da solubilizacdo e disponibilizagdo do
fosfato inorganico, a utilizacdo de microrganismos benéficos para a agricultura
envolvidos na ciclagem de fosforo tem emergido como uma estratégia
biotecnolégica promissora, conquistando interesse em ambito global ao longo das
ultimas décadas (Elhaissoufi et al., 2022). Esses microrganismos sao comumente

denominados solubilizadores de fosfato e considerados promotores do crescimento
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de plantas, em razdo de suas habilidades de estimulacdo do desenvolvimento
vegetal, donde adveio a sigla PGPM, abreviatura dos termos ingleses plant growth
promotion microrganisms (Compant et al., 2019).

Dentre os PGPM, as rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPR) se destacam pela notavel capacidade de solubilizacdo de fosfato,
acarretando beneficios substanciais para o crescimento e produtividade das
plantas (Fahad et al.,, 2015). Por exemplo, Bacillus pumilus, B. subtilis, B.
thuringiensis, B. megaterium, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae,
Burkholderia gladioli, Pantoea ananatis, Pseudomonas sp e Serratia marcescens
tém demonstrado evidente capacidade de solubilizar fosfato e disponibilizar fésforo
para as plantas, conforme mencionado em estudos como os de Rodriguez e Fraga
(1999), Abreu (2014), Bodhankar et al., (2017), Chen et al., (2022) e Luo et al.,
(2024).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSPs) possuem a
capacidade de tornar o fosforo disponivel mesmo quando complexado com calcio,
ferro e aluminio no solo (Richardson e Simpsons, 2011; Vassilev et al., 2014). Além
disso, esses MSPs também produzem compostos que inibem o crescimento de
fungos e bactérias fitopatogénicas, bem como induzem a resisténcia sistémica em
plantas contra patdgenos (Rodriguez et al., 2020).

A utilizacdo combinada de fosfatos de rocha e microrganismos
solubilizadores tem sido reconhecida como uma estratégia sustentavel, tanto do
ponto de vista econdmico quanto ambiental. Essa abordagem tem proporcionado
ganhos significativos em produtividade, economia de investimentos e aumento da
renda para os agricultores (Richardson, 2001; Gomes et al., 2014; Elhaissoufi et
al., 2022; Aslam et al., 2024).

Em estudo realizado com sementes de algodao, soja e milho inoculadas
com a bactéria Bacillus subtilis, constatou-se aumento significativo na concentracao
de foésforo nas folhas em comparacdo com o grupo controle. Especificamente no
caso do milho, que estava sendo desenvolvido em solo com deficiéncia desse
nutriente, a absorcéo de fosforo foi ainda mais acentuada. Os resultados indicam
gue a presenca do Bacillus subtilis no solo promove o aumento da atividade das
enzimas fosfatases, contribuindo para uma maior disponibilidade de fésforo no
ambiente (Araujo, 2008).
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Foi demonstrado por Kaur e Reddy (2015) que a inoculagéo das plantas de
milho comum e trigo com os microrganismos solubilizadores de fosfato Pantoea
cypripedii e P. plecoglossicida, em combinacdo com a fertilizacdo de Pi, resultou
em notavel melhoria nos teores de fosforo tanto na parte aérea (37% com Pantoea
cypripedii e 186% com P. plecoglossicida), quanto nas raizes (76% e 91%,
respectivamente, com P. cypripedii e P. plecoglossicida), bem como no rendimento
dessas culturas, com aumento de 20% para o milho e de 16% para o trigo.

Outra vantagem do uso de microrganismos solubilizadores de fosfatos é a
capacidade de promover alteragcdes na morfologia radicular das plantas, o que
resulta em maior eficiéncia na absor¢céao de nutrientes de baixa mobilidade, como o
fosforo. Essa modificacdo na estrutura radicular pode contribuir para aumentar o
contato entre as superficies das raizes e as particulas do solo, um fator essencial
para a absorcédo efetiva de agua e nutrientes minerais presentes no solo por meio
delas (Lyu et al., 2016; Wang et al., 2019; Deng et al., 2022; Silveira et al., 2024).

Estudos avaliando o efeito da inoculacdo com MSPs na cultura do milho
comum demonstram que plantas que receberam microrganismos apresentaram
maiores teores foliares de nitrogénio e fésforo (Bomfim et al., 2020; Pereira et al.,
2020). Além disso, as plantas inoculadas também exibiram maior teor relativo de
clorofila (Ferreira et al., 2022), maior massa seca (Cassan et al., 2016), incremento
dos componentes de producéo (Garcia et al., 2017), bem como maior produtividade
da cultura (Machado et al., 2020).

Essa diversidade de atividades retrata o grande potencial dos
microrganismos solubilizadores de fosfato como alternativas eficazes para
implementacdo de uma agricultura sustentavel, ecologicamente responsavel e
lucrativa (Rizvi et al., 2017; Rodriguez et al., 2020). Assim, a abordagem integrada,
gue combina o uso de fosfatos de rocha e microrganismos, abre caminho para a
realizacdo de praticas agricolas mais eficientes e amigaveis para com o0 meio
ambiente, contribuindo para uma producdo agricola mais resiliente e
ecologicamente equilibrada.

Ao longo das ultimas décadas a agricultura moderna tem sido caracterizada
por avancos tecnolégicos no melhoramento de culturas em resposta a crescente
aplicacéo de fertilizantes. Os pesquisadores dedicaram-se a otimizar o rendimento
sob diferentes praticas de manejo agricola (Smith et al., 2004). Nesse periodo, o

germoplasma foi selecionado visando a obtencdo de alto rendimento de gréos,
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especialmente em face do aumento do suprimento de nutrientes, sem consideracao
ao potencial do microbioma vegetal para melhorar a adaptagéo e a produtividade
das culturas (Favela et al., 2021).

A promocéao do crescimento de plantas por meio da interacdo com esses
microrganismos representa um passo significativo em dire¢do a uma agricultura
mais sustentavel e produtiva, na qual as plantas ndo apenas se adaptem melhor a
solos com baixa disponibilidade de fosforo, mas também possam aproveitar de
forma mais eficaz os nutrientes presentes. A combinacdo de esforcos no
melhoramento genético e na exploracdo biotecnolégica de microrganismos
benéficos, unindo acdes de pesquisadores de diferentes areas, portanto, promete
oferecer solu¢des abrangentes para os desafios enfrentados na producéo de milho-

pipoca, contribuindo para um futuro agricola mais resiliente e sustentavel.

3.5 Efeito génico em Zea mays para eficiénciano uso do P

Algumas pesquisas tém se dedicado ao desenvolvimento de cultivares de
milho comum que apresentem maior eficacia na resposta a deficiéncia de fosforo
(P), como os exemplos dos trabalhos realizados por Machado et al. (1999), Brasil
et al. (2007), Fidelis et al. (2010), Martins et al. (2015), Reis et al. (2017), Ribeiro et
al. (2023) e Zeffa et al. (2024). Nesse contexto, para aprofundar a compreenséao
das causas genéticas subjacentes a eficiéncia do uso de P no milho, abordagens
visando a investigar o tipo de acéo génica tém recebido destaque. O entendimento
dessas acOes génicas € fundamental para orientar estratégias de selecdo nos
programas de melhoramento, resultando em ganhos expressivos.

A andlise dialélica tem se revelado uma abordagem de elevado potencial
em programas de melhoramento para a compreenséao de efeitos génicos envolvidos
em caracteristicas de importancia econémica (Scapim et al., 2000; Hallauer et al.,
2010; Cruz et al., 2016; Meirelles et al., 2016; Liu et al., 2018). Tal abordagem
envolve o cruzamento de genitores geneticamente distintos para a caracteristica de
interesse, permitindo a analise da acdo genética associada a essa caracteristica
(Cruz etal., 2016). Além disso, a partir dos cruzamentos dialélicos € possivel avaliar
a expressao da heterose e identificar hibridos superiores (Hallauer et al., 2010; Cruz
et al., 2016).

Dentre os tipos de andlise dialélica, o procedimento de Griffing é

amplamente empregado e permite a estimagéo da capacidade geral de combinacgé&o
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(CGC), que se refere & média da resposta de um genitor em uma série de
cruzamentos e esta relacionada aos efeitos aditivos dos alelos, bem como da
capacidade especifica de combinagcdo (CEC), que quantifica a diferenca entre o
comportamento observado de um cruzamento especifico em relacdo ao
comportamento esperado com base nas capacidades gerais de combinacéo de
seus genitores, sendo atribuida aos efeitos ndo-aditivos, quais sejam, dominancia
e epistasia (Cruz et al., 2012). A analise da capacidade combinatéria € uma
ferramenta valiosa, uma vez que auxilia na identificacdo de combinacdes hibridas
superiores. I1sso é relevante tanto para a producédo imediata de hibridos comerciais
guanto para a selecdo de genitores que contribuirdo para a formacdo de
populacBes-base com alto potencial genético (Hallauer et al., 2010; Cruz et al.,
2014).

A andlise dialélica de Griffing tem se demonstrado particularmente
promissora em estudos sobre efeitos génicos em milho comum para a eficiéncia no
uso do P. Nesse aspecto, estudo realizado por Fritsche-Neto et al. (2010) que
investigaram os efeitos genéticos que regem a hereditariedade de caracteristicas
relacionadas a eficiéncia do uso de fosforo em 15 hibridos de milho comum,
destacaram a maior importancia dos efeitos ndo-aditivos sobre as caracteristicas
de massa seca da planta e P acumulado. Tal pesquisa destacou a necessidade de
selecdo nas combinacgdes hibridas. Em outra analise, focada no comprimento do
sistema radicular e na acumulacéo de matéria seca na parte aérea de 41 hibridos
de milho comum submetidos a diferentes disponibilidades de fésforo, DoVale e
Fritsche-Neto (2013) constataram que a capacidade da planta em adquirir P
resultou em uso mais eficiente desse nutriente, evidenciando novamente a
prevaléncia dos efeitos genéticos ndo-aditivos. Colombo et al. (2018) também
observaram a predominancia de efeitos ndo-aditivos sobre a produtividade de graos
em milho comum cultivado em diferentes niveis de adubacédo fosfatada,
identificando genoétipos que demonstraram eficiéncia e responsividade tanto em
niveis altos quanto baixos de P.

Em milho-pipoca, Gerhardt et al. (2019) implementaram uma pesquisa com
analise dialélica, em que foram avaliados 28 hibridos e seus genitores em
diferentes locais e condicbes de disponibilidade de P no solo. Os resultados
indicaram que a eficiéncia de utilizacdo do P é caracteristica com predominio dos
efeitos ndo-aditivos. Nesse cenario, a exploracéo da heterose, especialmente com
a utilizacao de genitores com elevada capacidade de expansao, demonstrou ser a
estratégia mais eficaz para obter gendtipos eficientes e responsivos a baixos niveis
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de P. Hibridos promissores, tais como P7 x L80, P7 x L59, P7 x L76 e P6 x L80,
foram identificados e considerados como alternativas vidveis para cultivo em solos
com caréncia de fosforo.

Em pesquisa correlata, Simao et al. (2022) avaliaram a morfofisiologia de
gendtipos de milho-pipoca em casa de vegetacao utilizando vasos com substrato
contendo menor disponibilidade do P. Demonstrou-se que menores reducdes
proporcionais ocorreram em caracteristicas da parte aérea; portanto, os genotipos,
ao se adaptarem a baixa disponibilidade de P, produziram folhas mais finas, com
area foliar levemente menor. Além disso, foi possivel inferir que os efeitos génicos
nao-aditivos desempenharam funcdo significativa no controle da maioria das
caracteristicas morfologicas e fisiologicas fundamentadas por pigmentos
fotossintéticos, reforcando a importancia do uso de hibridos como estratégia para
mitigar o estresse ao nutriente. Contudo, devido ao efeito reciproco significativo
para caracteristicas relacionadas as trocas gasosas, a escolha do genitor feminino
€ essencial para obter maior desempenho em condicéo de baixo conteudo de P.

Mais recentemente, Bispo et al. (2024) investigaram as respostas
morfofisioldgicas e protedmicas de duas linhagens de milho-pipoca contrastantes
guanto a eficiéncia no uso do fosforo, L80 (P-ineficiente) e P7 (P-eficiente), sob
condicBes de baixa e alta disponibilidade de P, tendo sido detectadas diferencas
significativas na expressdo de proteinas. Ao todo, 421 proteinas foram
diferencialmente expressas em L80, ao passo que 436 em P7, as quais estdo
relacionadas a fotossintese, biossintese de proteinas e metabdlitos, bem como no
metabolismo energético. Detectou-se também que pigmentos flavonoides se
acumularam em maior quantidade na linhagem P-eficiente. Essas descobertas
oferecem novos insights para colaboracdo com programas de melhoramento para
uso eficiente de fésforo em milho-pipoca.

No entanto, apesar dos avancos nesse campo, ainda had muito a ser
explorado. As investigacfes com milho-pipoca em relacédo a eficiéncia no uso de P
permanecem incipientes. Para enfrentar os desafios da agricultura moderna, é
fundamental que se incentivem pesquisas com a busca de gendtipos mais
eficientes que atendam aos preceitos de uma agricultura sustentavel. O
desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢cdes especificas de solo e
ambientais € essencial para garantir a seguranca alimentar e a preservagdo do

meio ambiente.



21

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecédo de bactérias solubilizadoras de fosfato

4.1.11solados bacterianos

Os isolados bacterianos Serratia marcescens (UENF 22Gl), Herbaspirillum
seropedicae (UENF 19), Herbaspirillum rubrisubalbicans (UENF 111501), Bacillus sp.
(LMS71), Bacillus megaterium strains (B11), Bacillus cereus (J28), Azospirillum
brasilense (AbV5) e Leclercia adecarboxylata (LMS 25) foram derivados da Colecao
de Bactérias Promotoras do Crescimento do Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual (LBT), localizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF).

Com o auxilio de al¢ca bacterioldgica de platina, cada isolado bacteriano foi
plagueado em placas de Petri contendo meio sélido DYGS (Rodrigues Neto, 1986),
sendo incubado por 72h a 30°C em estufa bacteriol6gica de incubacdo. Para a
obtencao do pré-inéculo, foi retirada uma col6nia bacteriana da placa de Petri com
o auxilio da alca bacteriologica, sendo disposta em tubo de ensaio contendo 5 mL
de meio liquido DYGS. A bactéria foi crescida a 30°C em 180 rpm durante 24h em
agitador orbital. O in6culo foi preparado a partir de 150 uL do pré-indculo, pipetado
em erlenmeyer contendo 100 mL de meio liquido DIGYS e incubado novamente em

agitador orbital a 180 rpm durante 24h a 30°C. Posteriormente, a leitura de
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densidade optica (DO) foi realizada em espectrofotdbmetro a 600 nm, objetivando-
se uma concentracdo de 1,8 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC.mL™).
4.1.2 Selecdo em meio sdlido

A avaliagdo em meio NBRIP soélido contendo fosfato de célcio (5 g L) foi
realizada até o 15° dia apds a inoculagdo com repique no centro de uma placa de
Petri, contendo duas repeticdes. Foi mensurado o diametro do halo da colbnia e,
entdo, no 15° dia foi calculado o indice de solubilizagéo (IS) por meio da razao entre
o didmetro do halo e o didmetro da col6nia mais um (Berraqueiro et al., 1976). A
partir de entdo, estimou-se o indice de solubilizacédo para cada estirpe bacteriana,
cujas estimativas foram classificadas com base na escala proposta por Silva Filho
e Vidor (2000), a saber: baixa solubilizacéo (IS < 2), média solubilizacdo (2 < IS <

3) e alta solubilizagdo (IS > 3).

4.1.3 Selecdo em meio liquido

Para a avaliacdo da eficiéncia de solubilizacéo de termofosfato natural, foi
utilizado o meio liquido MS para solubilizacdo, conforme descrito por Nahas et al.
(1994) (Barroso e Nahas, 2005). Foram colocados 40 mL de meio de cultivo
distribuidos em erlenmeyer de 125 mL contendo 2,0 g.L* de termofosfato natural
como unica fonte de P. Posteriormente, o0 meio foi autoclavado por 15min a 121°C
e o pH foi ajustado para 7,5 com 110 yL de hidroxido de sodio (NaOH) a 1 M estéril.
Em seguida, aliquotas de 200 uL de cada suspensao de células foram inoculadas
em triplicata nesse meio de cultura e incubadas durante dez dias, sob agitacéo
constante de 130 rpm, a temperatura de 28°C + 2. Em seguida, as culturas foram
transferidas para tubos do tipo Falcon e centrifugadas por 10min a 8.000 rpm, com
0 sobrenadante sendo, entao, filtrado em papel de filtro tipo whatman n°42. Para a
determinacao do fésforo solubilizado foi utilizado o método colorimétrico de Murphy
e Riley (1962) em espectrofotdbmetro com o comprimento de onda de 880 nm,
subtraindo-se o P soluvel contido nas amostras que foram incubadas do valor de P
contido na amostra controle (meio de cultura com termofosfato sem inoculagéo),
adotando-se uma curva padréo de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) para
a quantificacdo do P em mg.L L. A partir dos oito isolados, Serratia marcescens
(UENF 22Gl), Herbaspirilum seropedicae (UENF 19), Herbaspirillum
rubrisubalbicans (UENF [11501), Bacillus sp. (LMS71), Bacillus megaterium strains
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(B11), Bacillus cereus (J28), Azospirilum brasilense (AbV5) e Leclercia
adecarboxylata (LMS 25), foram selecionadas as duas bactérias com maior indice

de solubilizagéo.

4.2 Genébtipos avaliados

Foram utilizadas quatro linhagens S7 genitoras — pré-selecionadas por suas
categorizacdes quanto a eficiéncia no uso do P em solo (Gerhardt et al., 2017) —

(Tabela 1) e seus seis hibridos dialélicos sem os reciprocos (Tabela 2).

Tabela 1. Caracterizacéo das linhagens genitoras utilizadas.

Geracao de Adaptacéao Classificacao

Genitores endogamia Genealogia climatica Ciclo EUP
Composto
P2 S CMS-42:  remperadal o000 ER
Tropical
Embrapa
P7 S7 Hibrido Zaeli Tempe.rada/ Precoce ER
Tropical
L75 S UFV Temperada/ ;5 INR
Tropical
L80 S UFV Temperada/- 45 INR
Tropical

ER: eficiente e responsiva no uso do fésforo; INR: ineficiente e ndo-responsiva no
uso do fosforo.

Tabela 2. Esquema dos cruzamentos em dialelo.

Linhagens P2 P7 L75 L80
P2 P2 P2 x P7 P2 x L75 P2 x L80
P7 P7 P7 x L75 P7 x L80
L75 L75 L75 x L80
L80 L80

Os cruzamentos para a obtencéo da geracao Fi foram realizados em casa
de vegetacdo da Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA), no Campus Leonel Brizola da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes,
RJ.
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Foram semeadas trés sementes em vasos de 35 L contendo substrato
(terra) e N-P-K na seguinte proporc¢do: 30 kg ha! de N (na forma de ureia), 60 kg
ha! de P,0Os (superfosfato triplo) e 60 kg ha' de K>O (cloreto de potassio). O
desbaste foi feito aos 20 e 30 dias ap0s a semeadura, mantendo-se duas plantas
por vaso. Posteriormente, a adubacéo de cobertura (50 kg ha* de N na forma de
ureia) foi realizada aos 30 e 40 dias ap0s a semeadura. A irrigacéo foi fornecida por
meio de sistema automatizado com gotejadores, mantendo o solo a 70% da
capacidade de campo.

Por ocasido do florescimento foram realizadas polinizagcbes manuais aos
pares, conforme descrito na Tabela 2. Para tanto, as espigas das plantas femininas
foram cobertas antes do surgimento do estilo-estigmas com sacos plasticos
transparentes. Essas espigas protegidas foram polinizadas com pdlen coletado ao
cobrir os penddes com sacos de papel (aproximadamente 24h). O pdlen perde sua
viabilidade em 8h e manter o pendé&o coberto por 24h garante que qualquer polen
viavel presente no saco de papel seja proveniente do proprio pendédo coberto.
Foram realizados dez cruzamentos para obtencéo de cada hibrido, com o intuito de
obter quantidades suficientes de sementes para a etapa de avaliacdo dos
genotipos.

4.3 Ensaio para avaliacao de linhagens e hibridos

Essa etapa experimental também foi realizada em casa de vegetacdo da
Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA), situada no Campus Leonel Brizola da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes,
RJ.

O experimento foi arranjado em blocos completos casualizados com quatro
repeticdes, utilizando-se dez gendtipos — quatro linhagens e seis hibridos dialélicos
— em trés condi¢des [inoculacdo com A. brasilense (AbV5), inoculacdo com L.
adecarboxylata (LMS 25) e sem inoculac&o], com uma planta por vaso, totalizando
120 unidades experimentais (Figura 3).

Para tanto, trés sementes de cada gendétipo foram pré-germinadas em
papel germitest embebido em agua destilada por 72h e, entéo, transferidas para
vasos plasticos com 2,3 dmg3, contendo substrato inerte composto por areia lavada,
previamente submetida a analise de solo (Tabela Suplementar 1), com posterior
adicdo de 20 g de termofosfato natural (Figura 3).
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Figura 3. Representacao ilustrativa da composicdo dos vasos e da disposicéo
destes no experimento.

A partir do terceiro dia ap0s a emergéncia das plantas foi aplicada a solucao
nutritiva, conforme descrito por Hoagland e Arnon (1950), diluida em % da forca,
com modificacdo no fornecimento de P, na forma de NH4H2PO4 contendo baixa
concentracdo, no valor de 0,15 mg L. O volume de solugéo nutritiva foi aplicado
de acordo com o crescimento da planta e fornecido diariamente até atingir o estadio
vegetativo V4 (quatro folhas totalmente expandidas) aos vinte dias apés a

semeadura.

4.3.1 Caracteristicas morfoldgicas avaliadas

4.3.1.1 Medicdes foliares

A altura de planta aos 20 dias foi quantificada utilizando uma régua
graduada e expressa em cm. As estimativas da area foliar, expressas em cm?,
foram obtidas por meio do software ImageJ, em que as folhas foram retiradas e
identificadas, a partir das quais as imagens foram registradas por meio do scanner
Plustek OpticPro (A320L). O diametro de colmo foi estimado com o auxilio de

paguimetro digital e expresso em cm.
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4.3.1.2 Massa seca da parte aérea

Folhas e colmos foram separados das raizes e coletados em estadio V4
com o auxilio de um estilete. Apds, foram acondicionados em sacos de papel e
armazenados em estufa a 70°C por 72h para determinagcéo da massa seca da parte

aérea (Q).

4.3.2 Quantificacao de féosforo nas plantas

ApGs a secagem do material em estufa, as amostras da parte aérea foram
moidas. Em seguida, essas amostras foram submetidas a digestdo com &cido
nitrico (HNO3) e peroxido de hidrogénio (H202). O fésforo (P) foi determinado em
espectrometro de emissédo atbmica, modelo ICPE-9000, com fonte de inducéo de
plasma acoplada.

A eficiéncia do uso do fésforo (PUE — mg.mg™) foi calculada pela razédo
entre a massa seca da parte aérea da planta (SDW) e o P total aplicado, por meio

da seguinte expressao proposta por Moll et al. (1982):

(SDW)
P total aplicado

PUE =

A eficiéncia de absorcéo do fésforo (mg.mg?) — sem o contelido de P na
raiz (PUpE-w/oR) — foi calculada pela razéo entre o contetdo de P na parte aérea

e o P total aplicado, pela seguinte formula proposta por Moll et al. (1982):

(conteudo de P na parte aérea)

PUpPE =
p P total aplicado

4.3.3 Variaveis fisiolégicas avaliadas

4.3.3.1 Pigmentos foliares

Os teores de clorofila (Chl, pmol cm?), flavonoides (Flav, umol cm?),
antocianinas (Anth, umol cm) e o indice de balanco de nitrogénio (NBI, pmol cm-
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2) foram quantificados no terco médio da Ultima folha desenvolvida (V4) de cada
planta, utilizando-se o medidor portétil Dualex® (FORCE-A, Orsay, Franca). As
avaliacOes foram realizadas no periodo das 09h as 10h, um dia antes da colheita
do experimento, aos vinte dias apds a semeadura.

4.3.3.2 Trocas gasosas foliares

As trocas gasosas — taxa fotossintética liquida (A, ymol m? s7?),
condutancia estomatica (gs, mmol m? s'1), concentragédo interna de CO2 (Ci, umol
CO2 m?s) e taxa de transpiracédo (E, mmol m? s!) — foram estimadas na Ultima
folna desenvolvida de cada planta com o auxilio de um analisador de gas
infravermelho (IRGA), modelo LI-6400 (LI-COR, Lincoln, NE, USA), equipado com
fonte de luz 6400-40 LCF (LI-COR), um dia antes da colheita, entre 10h30min e
14h30min. As condi¢bes ambientais da camara foliar consistiram na densidade de
fluxo de fétons fotossintetizantes de 1.500 umol m2 s, na concentracdo de 400
mmol mol* de CO2, com umidade relativa do ar entre 55 e 60% e temperatura de
25°C.

4.3.3.3 Fluorescéncia da clorofila

Para a estimacdo dos indices de fluorescéncia da clorofila — Fy
(fluorescéncia inicial), Fm (fluorescéncia maxima) e da razéo entre esses (Fv/Fm, em
que: Fv=Fm - Fo) — foi utilizado o dispositivo portétil FluorPen FP 110 (PSI, Drasov,
Republica Tcheca), adotando-se o protocolo OJIP, que permite observar as
principais mudancas que ocorrem durante a exposicao de plantas a alta irradiancia.
Para garantir a precisdo das estimacfes, as avaliacdes foram realizadas entre 3h
e 5h da manha, sempre no terco médio da ultima folha desenvolvida.

4.4 Contagem de bactérias

Para a quantificacdo de bactérias heterotroficas totais e bactérias
diazotroficas associadas as raizes das plantas de milho-pipoca, 1 g de raiz lavada
em agua corrente foi macerado em 9 mL de solucéo salina NaCl a 0,85% (101) e
diluido serialmente até 107'. Aliquotas de 100 uL de cada diluigdo (trés repeticdes
por diluicdo) foram pipetadas em vidros de penicilina contendo 5 mL de meio JNFB
semissolido sem nitrogénio (Baldani et al., 2014) e incubadas em estufa a 30°C por
sete dias. A formacdo de uma pelicula branca em forma de véu caracteriza o
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crescimento diazotrofico positivo tipico. O tamanho da populacéo foi estimado com
base em Tabela de Mc Crady, empregada para determinar o nimero mais provavel
(NMP) (Baldani et al., 2014). Para a quantificacdo de bactérias totais, aliquotas de
100 L das dilui¢cdes seriadas foram inseridas em placas de Petri contendo meio
sélido, com sua populacdo quantificada por meio da contagem de colbnias
expressas em UFC.mL! (unidades formadoras de coldnia). Os resultados foram
categorizados em porcentagem por grama de massa fresca da raiz.

4.5  Analises estatistico-genéticas

Foi realizada a andlise de variancia individual de acordo com o modelo Y;; =
u+ g; + b; + &, emque Y;;: valor observado do i-ésimo genotipo no j-ésimo bloco,
uw: constante geral, g;: efeito fixo atribuido ao i-ésimo genotipo, b;: efeito aleatdrio
do bloco j, e ¢;: erro aleatorio associado a observagao Yj;.

Posteriormente, foi realizada a analise de variancia conjunta com base no
modelo estatistico: Y, =u+ G+ B/Aj +A; + GAjj + €j, em  que  Yi:
observacéao do i-ésimo gendtipo na j-ésima disponibilidade de P no k-ésimo bloco;
u: € a constante geral , G;: efeito fixo do i-ésimo genotipo , B/Aj,: efeito aleatorio
do k-ésimo bloco dentro da condicéo j de P, A;: efeito fixo da j-ésima condicdo de
P, GA;;: efeito fixo da interagdo entre o i-ésimo genatipo e a j-ésima condicéo de P,

e &;jx. erro aleatorio experimental médio associado a observagao Y;jy.

4.5.1 Estimativas da capacidade geral e especifica de combinacéao

As analises de capacidade combinatoéria foram realizadas de acordo com o
Método 1, Modelo B, de Griffing (1956), no qual sdo incluidas p(p+1) /2
combinacdes e considera-se 0s genotipos como efeito fixo, sem inclusdo dos
reciprocos. O modelo estatistico considerado para a analise foi ¥;; = u+g; +g; +
sij, emque Y;; € a observacdo da combinacao hibrida (i # j), u € média, g; e g; séo
os efeitos da capacidade geral do i-ésimo ou j-ésimo genitor (i,j=1, 2,3 e 4),s;; €
o efeito da capacidade especifica de combinag¢do para os cruzamentos entre 0s
genitoresi e j, e g; = erro experimental médio associado a observacéo Yj [NID (O,

o0?)].
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5. RESULTADOS

5.1 Prospeccéao de cepas bacterianas solubilizadoras de fosfato

Em meio solido o isolado A. brasilense se destacou por seu mais elevado
indice de solubilizacdo, sendo um candidato promissor para futuros ensaios de
associacao com plantas. S. marcescens, B. cereus e L. adecarboxylata também
apresentaram capacidade de solubilizacdo de P, sendo classificadas como estirpes
de média solubilizacdo. Ja os isolados H. rubrisubalbicans, H. seropedicae, Bacillus
sp. e B. megaterium ndo demonstraram qualquer atividade de solubilizacdo (Figura
4 e Tabela 3).
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Figura 4. Imagens ilustrativas da disposi¢cao de culturas bacterianas cultivadas em
placas de Petri para estimacao de indices de solubilizacédo de fosforo, na seguinte
ordem de repeticOes A e B: 1- Leclercia adecarboxylata; 2- Bacillus megaterium; 3-
Herbaspirillum seropedicae; 4- Bacillus sp.; 5- Bacillus cereus; 6- Herbaspirilum
rubrisubalbicans; 7- Azospirillum brasilense; e 8- Serratia marcescens.

Tabela 3. Estimativas do indice de solubilizacdo de fésforo de isolados bacterianos
cultivados em meio solido.

Bactéria Diametro DiAérr)etro Indice de Solubilizagdo
Halo (cm) Colbnia (cm) (1S)
A. brasilense 1,7 0,6 3,8
S. marcescens 1,0 0,7 2,4
B. cereus 1,6 1,4 2,1
H. rubrisubalbicans 0,0 0,7 0,0
H. seropedicae 0,0 0,7 0,0
Bacillus sp. 0,0 0,9 0,0
L. adecarboxylata 0,7 0,6 2,1
B. megaterium 0,0 1,2 0,0

A averiguacao dos resultados de solubilizacdo em meio liquido revelou que

embora os indices de solubilizagcdo tenha variado entre os isolados estudados ao
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longo dos quinze dias de avaliagdo, A. brasilense e L. adecarboxylata apresentaram
as melhores dinamicas. Nesse sentido, apesar de L. adecarboxylata ter se alocado
na quarta colocacdo com base na avaliagdo da solubilizacdo, esse isolado
destacou-se por expressar o maior valor de solubilizacao inicial do P, evidenciando-
se também como um candidato promissor para testes de inoculagdo em plantas.
Além disso, a curva de solubilizacdo em meio liquido demonstrou que, apesar de
alguns isolados néo terem apresentado indice de solubilizacédo satisfatério no teste
de meio soélido, em meio liquido todos foram capazes de solubilizar o P, com
excecao de H. rubrisubalbicans, que ndo demonstrou atividade de solubilizagéo
(Figura 5).

Solubilizacdo de P em meio liquido

2,5
2
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eo<#++ | adecarboxylata ---®@-<- B. megaterium

Figura 5. indices de solubilizaco de fosforo em meio liquido contendo termofosfato
natural como Unica fonte de P para oito espécies bacterianas.

Em conjunto, os resultados da solubilizacdo possibilitaram selecionar as
espécies A. brasilense e L. adecarboxylata para continuidade desta pesquisa
visando a inoculacdo destas em linhagens e hibridos de milho-pipoca em casa de

vegetacao, proximo passo deste trabalho.
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5.2 Consequéncias dainoculagdo com bactérias solubilizadoras de fosfato

na morfologia vegetal e na eficiéncia no uso do fésforo

Decorrente da inoculagdo com A. brasilense e L. adecarboxylata, bem
como para com auséncia de inoculacdo (controle), a analise de variancia individual
foi estruturada com a particdo de gendtipos em linhagens (L) e hibridos simples (H);
por sua vez, a analise de variancia conjunta considerou os efeitos associados das
linhagens e hibridos como gendétipos (G) e as inoculagbes como efeito de
ambientes (A), obtendo-se, por conseguinte, a interacdo genotipos versus
ambientes (GxA). Na ANOVA conjunta observou-se diferenca significativa entre os
genodtipos (G) e em condi¢gbes de inoculacdo (A) em p < 0,01 para todas as
caracteristicas morfoldgicas estudadas (altura da planta aos 20 dias, AP; area foliar,
AF; diametro do colmo, DC; e massa seca foliar, MSF), bem como para a eficiéncia
no uso do fésforo (PUE) e eficiéncia na aquisicdo do fosforo (PUpE). Na interacao
GxA a significancia ocorreu para MSF e PUE em nivel de 1% de probabilidade pelo
teste F (Tabela 4).

Na condicdo inoculada com A. brasilense foi observada diferenca
significativa entre os genotipos avaliados para AP, AF, MSF, PUE e PupE. Em se
tratando das linhagens, observou-se diferenca significativa para AF, MSF, PUE e
PupE. Entre os hibridos, foram observadas diferencas significativas para AP, DC,
PUE e PupE. Avaliando o contraste L vs H, houve diferencas significativas para as
guatro caracteristicas morfolégicas avaliadas, além de PUE e PUpE (Tabela 4).

Considerando-se a inoculagdo com L. adecarboxylata os gendtipos se
diferiram significativamente para AP, AF e PUE em p < 0,01 e para MSF e PUpE
em p < 0,05, enquanto as linhagens se diferiram apenas para as caracteristicas de
uso e aquisicao de P. Os hibridos exibiram diferencas significativas para AP, AF,
MSF e PUpE, o mesmo ocorrendo com o contraste L vs H, mas com a incluséo de
PUE (Tabela 4).

Em relacéo a condicao controle (ndo inoculada), observaram-se diferencas
significativas entre os genotipos para todas as caracteristicas morfolégicas, o que
também ocorreu entre os hibridos. J& entre as linhagens, essas diferencas néo
foram detectadas apenas para DC. No contraste L vs H houve diferenca
significativa para DC e os estimadores da aquisi¢cdo e uso do fésforo (PUE e PUpE)
(Tabela 4).



Tabela 4. Resumo da andlise de variancia individual por ambiente e conjunta de caracteristicas morfoldgicas de quatro genitores e seis
combinacdes hibridas de milho-pipoca cultivados com duas espécies bacterianas e sem inoculacao.

Quadrados Médios

FV GL AP AF DC MSF PUE PUpE
Geno6tipo (G) 9 1250 =« 36539 * 351 " 112 . 698917 ~ 609

Analise Conjunta 5 hiente (A) 2 191,97 .~ 5299,06 * 4856 ~ 3,22 . 96116,77 ~ 4,05
GXA 18 4397 . 13465 ™ 167 ™ 0,84 ~ 534360 . 152 "
CV (%) 10,68 20,33 14,76 21,67 19,19 24,42

Gendtipo (G) 9 6,20 e 358,02 - 3,72 ns 0,14 o 9078,56 o 3,73 ”
Azospirillum Linhagem (L) 3 1,34 ns 399,64 : 1,35 ™ 0,18 * 10505,22  ~ 4,17 :
brasilense Hibrido (H) 5 4,64 * 119,80 ns 1,91 : 0,03 ns 4799,20 o 4,03 :
LvsH 1 25,61 wx 1424,28 " 5,28 : 0,45 o 26195,41 o 3,31 i

CV (%) 10,44 20,62 17,81 22,62 17,03 26,31

€e



Tabela 4 — Cont.

Quadrados Médios

FV GL AP AF DC MSF PUE PUpE

Genétipo (G) 9 755 . 151,73 " 1,13 ™ 005 . 323244 « 001

Leclercia Linhagem (L) 3 643 .. 67,71 "™ 180 "™ 0,02 . 519538 . 4,05 °

adecarboxylata Hibrido (H) 5 659 . 15812 ° 089 "™ 005 .  1601,64 . 3,89 *
1

LvsH 11,40 * 371,88 " 026 ™ 0,12 * 5497,67 * 8,15 "

CV (%) 11,33 17,07 11,42 17,07 18,97 17,12

Genotipo (G) 9 3,63 o 124,93 ' 2,00 ** 0,03 o 5365,35 - 3,32 -

Linhagem (L) 3 2,80 . 37,93 * 0,63 ns 0,01 « 10754,42 - 2,50 )

Nao inoculado _ " " *
Hibrido (H) 5 3,70 o 183,31 2,62 0,04 o 2718,16 - 1,25

1 0,00 ns 94,01 ns 1,89 ’ 0,01 ns 243411 « 2,20 )
CV (%) 9,70 23,88 12,26 26,24 22,41 28,37

ns = ndo-significativo, ** e * = significativos em 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
AP = altura da planta aos 20 dias (cm), AF = area foliar (cm?), DC = diametro do colmo (cm), MSF = massa seca foliar (g), PUE =
eficiéncia de uso de fosforo (mg), e PUpE = eficiéncia de absor¢éo de fosforo (mg).

ve
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Em relacdo a condig&o controle (ndo inoculada), observaram-se diferencas
significativas entre os gendtipos para todas as caracteristicas morfologicas, o que
também ocorreu entre os hibridos. Ja entre as linhagens, essas diferencas nao
foram detectadas apenas para DC. No contraste L vs H houve diferenca
significativa para DC e os estimadores da aquisicdo e uso do fésforo (PUE e PUpE)
(Tabela 4).

Decorrente da inoculagdo com A. brasilense e L. adecarboxylata, de modo
geral houve desempenho superior dos hibridos inoculados em relacdo aos
congéneres nédo inoculados, o que pode ser constatado de forma exemplar na

Figura 6, utilizando-se como referéncia a caracteristica altura de plantas.

Figura 6. Plantas de milho-pipoca quinze dias ap6s o plantio em condicéo de baixa
disponibilidade de fosforo. (A) Hibrido L75xL80 sem inoculacdo com BSP. (B)
Hibrido L75%L80 inoculado com Leclercia adecarboxylata. (C) Hibrido L75xL80
inoculado com Azospirillum brasilense.

Na visualizacdo dos histogramas representativos das diferencas nas
estimativas de altura de plantas entre os gendétipos, destaca-se a supremacia das
bactérias na expressdo de majoragfes significativas em relacdo a condigcdo néao
inoculada, excecéo ocorrida apenas para com a linhagem P2, eficiente e responsiva
ao fosforo, para a qual a inoculacdo propiciou diferenciacdo, porém, sem alcancar

significancia estatistica (Figura 7).
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Em valores percentualizados, nas linhagens e hibridos considerados em
conjunto, a inoculacdo com A. brasilense promoveu aumento médio na altura das
plantas aos 20 dias de cerca de 23% em comparacao ao controle (ndo inoculado).
Em se tratando apenas das linhagens o incremento foi de aproximadamente 18%,
enquanto nos hibridos alcangou 27%. Por sua vez, a inoculacdo com L.
adecarboxylata resultou em incrementos mais modestos na altura das plantas aos
20 dias (de 20% em média), sendo de cerca de 15% nas linhagens e de 20% nos

hibridos, em comparacéo as plantas ndo inoculadas (Figura 7).
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Figura 7. Estimativas de médias e desvios-padrdo de caracteristicas morfolégicas
em linhagens e hibridos de milho-pipoca cultivados com Azospirillum brasilense,
com Leclercia adecarboxylata e sem inoculacdo. Letras mailsculas indicam
diferencas estatisticas entre as inoculacdes para com a condicdo nao inoculada
pelo teste Tukey, enquanto letras minUsculas representam diferencas entre os
gendtipos pelo teste Scott-Knott. Os valores de p indicam a significancia (F) para
os efeitos de genotipos (pgen), bactérias (poac) € sua interagdo (Pgen*bac).

AP = altura da planta aos 20 dias (cm), DC = diametro do colmo (cm), MSF = massa
seca foliar (g), e AF = area foliar (cm?).
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Diferencas significativas entre os genoétipos na comparacao gréfica das
inoculacdes para com a condi¢cdo ndo-inoculada em relagdo ao diametro de colmo
(DC) revelam estimativas de DC com elevacgdes significativas quando da inoculacéo
com ambas as bactérias, exceto para a combinagdo P2xL75 na comparacao entre
a inoculagéo com L. adecarboxylata e condi¢do nao inoculada (Figura 7).

Em termos percentuais, a inoculagdo com L. adecarboxylata apresentou
incrementos satisfatorios (de 27% em média) para diametro do colmo (DC), com
aumento de 33% nas linhagens e de 22% nos hibridos quando comparados ao
controle. A inoculacdo com A. brasilense também promoveu incrementos
satisfatérios (de 38% em média), com valores de 32% para as linhagens e de 17%
para os hibridos (Figura 7).

A condi¢cdo nao inoculada revelou-se minoritaria e com diferenciagéo
estatistica para as estimativas da caracteristica massa seca da parte aérea (MSF)
para todos os genoétipos, exceto para a linhagem L80 na confrontacdo entre a
inoculacdo com A. brasilense e a condicdo nao inoculada (Figura 7).

Para MSF houve destaque do impacto das inoculagcdes com o isolado A.
brasilense, que proporcionou aumento de cerca de 70% nas linhagens e de 85%
nos hibridos quando comparados ao controle. A inoculacdo com L. adecarboxylata
também revelou resultados favoraveis, com incrementos de 66% nas linhagens e
de 51% nos hibridos (Figura 7).

A area foliar evidenciou expressivo impacto decorrente das inoculacdes
com os isolados bacterianos selecionados, com destaque para A. brasilense, que
proporcionou aumento médio de cerca de 107%. Nas linhagens esse acréscimo foi
de 87%, ao passo que nos hibridos houve incremento de 121%. A inoculacdo com
L. adecarboxylata também revelou resultados comparativamente satisfatorios, com
incremento de 89% nos genitores e hibridos, quando comparados as plantas nédo
inoculadas. Especificamente, houve aumento de 76% e 97% nas linhagens e nos
hibridos, respectivamente (Figura 7)

Considerando-se no todo as caracteristicas morfologicas, dentre os
hibridos avaliados € importante destacar que apenas para L75%xL80 a inoculacéo
com L. adecarboxylata superou os ganhos promovidos por A. brasilense, com
valores superlativos em relagcdo as médias gerais de magnitudes de 35% (AP), 33%

(DC) e 103% (MSF), respectivamente. Em contraposicéo, para os demais hibridos
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0S maiores incrementos observados para essas caracteristicas se deram pela
inoculagdo com A. brasilense (Figura 7).

Em relagédo ao acumulo de P foi observado aumento significativo tanto para
a eficiéncia do uso (PUE), quanto para a eficiéncia de absor¢ao (PUpE), com
ganhos médios na inoculacao com A. brasilense de 96% e 154%, respectivamente.
Em se tratando das linhagens, os aumentos foram de 71% (PUE) e 134% (PUpE),
e nos hibridos de 111% e 157%, respectivamente. Para a inoculagdo com L.
adecarboxylata o aumento médio foi de 92% e de 130% para PUE e PUpE,
respectivamente. Por seu turno, nas linhagens os percentuais sobrelevados as
médias foram de 137% e nos hibridos de 128%, respectivamente, para PUE e
PUpE (Figura 8).
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Figura 8. Estimativas de médias e desvios-padrao de eficiéncias de uso e aquisicao
de fésforo avaliadas entre gendtipos (linhagens e hibridos) de milho-pipoca
cultivados sob inoculacdo com Azospirilum brasilense, com Leclercia
adecarboxylata e sem inoculacdo. Letras mailsculas indicam diferencas
estatisticas entre as inoculagdes para com a condicdo ndo inoculada pelo teste
Tukey, enquanto letras mindsculas representam diferencas entre os genotipos pelo
teste Scott-Knott. Os valores de p indicam a significancia (F) para os efeitos de
genotipos (pgen), bactérias (poac) € sua interagao (Pgen*bac).

PUE = eficiéncia no uso do fosforo e PUpE = eficiéncia na aquisi¢cao do fésforo.

Buscando trazer a baila a dindmica do controle genético das caracteristicas
relacionadas ao crescimento vegetal frente as inoculagbes com os isolados
bacterianos selecionados, arrimou-se as informagdes proporcionadas pela analise

dialélica, cujos resultados evidenciaram efeitos significativos de CGC para AP, e de
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CEC para AF, DC, MSF e PUpE. Para todas as caracteristicas morfoldgicas (AP,
AF, DC, MSF e PUpE) foram observadas interacdes significativas de CECxA
(Tabela Suplementar 2).

Na condigdo inoculada com A. brasilense foi detectada significancia de
CEC para todas as caracteristicas morfoldgicas e eficiéncia e aquisi¢cdo do fosforo
(AP, AF, DC, MSF, PUE e PUpE), ja para CGC observou-se auséncia de
significancia em p < 0,05 para DC. Na condigao inoculada com L. adecarboxylata,
os efeitos de CGC e CEC foram significativos para AP, AF, MSF, PUE e PUpE. Ja
na condicao controle os efeitos de CGC e CEC foram significativos para todas as
caracteristicas morfolégicas, exceto CGC para AF e PUpE (Tabela Suplementar 2).

No intento de conhecer a contribuicdo dos componentes quadraticos
associados a CGC (¢g) e CEC (os), detectou-se que para a condi¢ao inoculada
com A. brasilense os efeitos génicos de dominancia (@s) foram os de primazia na
expressdo de PUE, MSF, AF, AP e DC, na ordem de 66%, 60%, 50%, 32% e 31%,
respectivamente, em comparacdo as contribuices da aditividade, que foram de
5%, 2%, 5%, 9% e 0%. De forma semelhante, na condi¢cdo inoculada com L.
adecarboxylata, as contribuicbes de @s foram de supremacia, com percentuais em
ordem decrescente de 41% (MSF), 38% (AF), 30% (AP), 21% (PUE) e 20% (DC),
em comparacao a acao da aditividade, que foi de tdo somente 6%, 3%, 14%, 8% e
3%, nesta ordem, para as mesmas caracteristicas. Na condicdo nao inoculada,
notou-se prevaléncia também dos efeitos de dominancia, com contribuicbes de
60% (AP), 52% (DC), 50% (MSF), 43% (PUE) e 29% (AP) para ¢s, em
contraposicao as magnitudes de 0% (AF), 9% (DC), 11% (MSF), 24% (PUE) e 21%
(AP) para @g. Destacam-se os valores majoritarios dos efeitos residuais para todas
essas caracteristicas na condicdo de inoculagdo com L. adecarboxylata, bem como
para AP e DC na inoculagcdo com A. brasilense e para AP na condicdo nédo

inoculada (Figura 9).
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Figura 9. Importancia percentual dos componentes quadraticos relacionados a
capacidade geral de combinacédo (CGC), capacidade especifica de combinacao
(CEC) e efeito residual (RES) em linhagens e hibridos de milho-pipoca cultivados
sob inoculacdo bacteriana com A. brasilense, com L. adecarboxylata e sem
inoculacao.

AF = area foliar, AP = altura de planta aos 20 dias, DC = diametro do colmo, MSF
= massa seca foliar, e PUE = eficiéncia no uso do fésforo.

5.3 Impactos da inoculacdo com bactérias solubilizadoras de fosfato nas
trocas gasosas foliares, conteiddos de pigmentos fotossintéticos e

fluorescéncia da clorofila

Para os indices relacionados as trocas gasosas foliares — fotossintese (A),
condutancia estomatica (gs), concentracao intercelular de COz (C)) e transpiragédo
(E) — houve diferencas significativas para as fontes de variagcdo genotipos (G) e
ambientes (A, considerando duas condi¢des de inoculagdo e uma sem indculo) na
ANOVA conjunta. Por sua vez, apenas C; e NBI expressaram significancia para a
interacdo GxA (Tabela 5).

Em se tratando dos pigmentos foliares, diferencas significativas foram

detectadas para gendtipos quanto a clorofila (Chl), flavonoides (Flav) e indice de
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balanco de nitrogénio (NBI). Por sua vez, apenas NBI expressou significancia (p <
5%) para ambientes, de forma semelhante ao ocorrido para a interagdo GxA,
todavia com NBI se diferenciando com significancia em 1% para essa interagao
(Tabela 5).

Na condicdo inoculada com A. brasilense para os indices de trocas gasosas
foliares, com excecéo de C; nao foram identificadas diferencas significativas entre
0s gendtipos estudados, o mesmo detectado para com os hibridos. Por sua vez,
sequer uma significancia ocorreu para com o conjunto de linhagens e para o
contraste L vs H em relag&o as variaveis de trocas gasosas foliares (Tabela 5).

Ainda em alusdo a inoculacdo com A. brasilense, em relacdo aos
conteudos de pigmentos foliares Chl, Flav e NBI, ocorréncia de significancia foram
observadas nas fontes de variagdo genotipos e linhagens, ao passo que para 0s
hibridos ndo houve diferenciacéo significativa para qualquer pigmento. Ja para o
contraste L vs H apenas Flav e NBI proporcionaram diferencas estatisticas
significativas (Tabela 5).

Considerando-se a condicdo inoculada com L. adecarboxylata, ndo se
detectou diferenca significativa para os indices de trocas gasosas foliares entre
genotipos, bem como dentro do grupo de linhagens, de hibridos ou para o contraste
linhagens x hibridos. O mesmo pode ser observado para os pigmentos foliares, em
gue nao se observaram diferencas significativas, com excec¢ao de Flav para com o
contraste L vs H (Tabela 5).

Para a condicédo controle (ndo inoculado) houve diferenciacdo estatistica
altamente significativa para genotipos com relacao as caracteristicas relacionadas
as trocas gasosas foliares. Situacdo semelhante ocorreu com a fonte de variacao
hibridos, diferenciando-se apenas por gs exibir significancia em 5% de
probabilidade. Ja as linhagens néo se diferiram significativamente quanto a gs e E.
Por ultimo, para o contraste L vs H nao foi observada diferenca significativa apenas
para Ci (Tabela 5).

Em relacdo aos pigmentos foliares na condicdo nao inoculada,
perceberam-se diferencas significativas entre os genoétipos para Chl, Flav e NBI, o
mesmo sendo constatado para com o grupo de hibridos. Entre as linhagens néo foi
observada diferenca significativa apenas para Chl e Anth. Por outro lado, entre as
linhagens versus hibridos (L vs H), ndo houve diferenca significativa para F em

relacdo ao quadratorio médio de qualquer pigmento avaliado (Tabela 5).



Tabela 5. Resumo da analise de variancia individual por ambiente e conjunta de indices fisiol0gicos de trocas gasosas e de pigmentos
foliares de quatro genitores e seis combinacdes hibridas de milho-pipoca cultivados com duas espécies bacterianas e sem inoculacao.

Quadrados Médios

FV GL A gs Ci E Chl Flav. ~Anth  NBI
B Genotipo (G) 9 3565 ~ 0,00 * 352598 " 084 ° 860 “ 0,04 © 0,00 ™ 19,11 "
CA;%'lﬁa Ambiente (A) 2 111591 * 0,21 * 1614226 * 34,22 * 2370 ™ 0,01 ™ 0,00 ™ 10,53 °
GxA 18 18,77 ™ 0,00 ™ 141799 * 055 "™ 3,91 "™ 0,01 "™ 0,00 "™ 841

CV (%) 13,23 17,49 10,84 1255 6,07 6,31 430 9,67
Genotipo (G) 9 8,40 ™ 0,00 ™ 1.19652 * 053 ™ 384 * 0,03 * 0,00 ™ 1433 "
Aéfasslfi’l'gr']'gg“ Linhagem (L) 3 2058 ™ 0,00 ™ 347,63 ™ 0,19 "™ 842 " 0,04 ° 000 "™ 27,62 "
Hibrido (H) 5 243 ™ 0,01 ™ 1.906,73 ' 0,82 ™ 124 "™ 0,01 ™ 0,00 "™ 2,53 ™
L vsH 1 1,68 ™ 0,00 "™ 19339 "™ 0,04 ™ 3,10 "™ 0,06 * 0,00 "™ 3342 "

CV (%) 10,25 16,46 9,01 11,47 547 643 439 961
Genotipo (G) 9 1510 ™ 0,00 "™ 402,26 ™ 0,16 ™ 3,23 "™ 0,01 ™ 0,00 ™ 3,75 ™
_ Linhagem (L) 3 2297 ™ 0,00 ™ 82358 ™ 024 ™ 3,97 ™ 0,01 "™ 0,00 "™ 423 ™

Lecrercia adecarboxylata

Hibrido (H) 5 1339 ™ 0,00 ™ 153,80 "™ 0,13 ™ 3,11 "™ 0,01 "™ 0,00 ™ 3,43 ™
LvsH 1 0,04 ™ 000 ™ 380,62 ™ 0,06 ™ 156 "™ 0,04 ' 0,00 "™ 3,92 ™

CV (%) 15,17 14,55 11,80 11,00 6,15 7,14 431 9,36

A%



Tabela 5. Cont.

Quadrados Médios

FV GL A gs Ci E Chl Flav Anth NBI
Genotipo (G) 9 49,69 " 0,04 T 4763,17 T 126 T 936 “ 0,02 T 0,00 " 17,85
_ Linhagem (L) 3 32,48 " 0,00 ™ 385947 © 029 ™ 584 "™ 0,04 ° 000 ™ 1866
Nao Inolucado . " . " " . . -
Hibrido (H) 5 54,18 0,01 6.256,78 1,34 13,15 0,02 0,00 "™ 20,86
LvsH 1 7891 " 0,01 7 6,22 ns 378 T 095 "™ 0,00 ™ 0,00 "™ 032 "
CV (%) 15,09 20,52 10,98 16,01 6,61 5,15 4,21 10,02

s = ndo-significativo, ** e * = significativos em 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
A = taxa de fotossintese liquida (umol CO2, m?2 s1), gs = condutancia estomatica (mol m? s'), Ci = concentracéo interna de CO> (umol
CO2 m?2s?), E = taxa de transpiracdo (mmol H.O m?s?), Chl = teor relativo de clorofila (umol cm), Flav = teor de flavonoides (umol
cm?), Anth = conteldo foliar de antocianinas (umol cm2), e NBI = indice de balanco de nitrogénio (umol cm).

ey
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A analise conjunta dos indices de fluorescéncia da clorofila revelou
diferenca significativa entre os gendtipos para todas as varidveis estudadas.
Quanto as condicbes de inoculacdo (Ambiente), por sua vez, diferencas foram
exibidas apenas para Pi_Abs e ABS/RC. A interacdo GxA nao foi significativa
apenas para Phi_Po (Tabela 6).

Na condicao inoculada com A. brasilense foi possivel detectar diferenca
entre os genotipos e hibridos para todos os estimadores de fluorescéncia da
clorofila, exceto para ABS/RC. De forma contréria, para esses indices de
fluorescéncia, tanto em relacao as linhagens quanto para com a interacéo L vs H
nao foram observadas diferencas estatisticas (Tabela 6).

A interpretacdo das resultantes da inoculacdo com L. adecarboxylata
permitiu evidenciar diferencas estatisticas para genotipos, linhagens e para o
contraste L vs H quanto as estimativas dos quadrados médios dos indices de
fluorescéncia da clorofila estudados, com excecao dos hibridos, que se diferiram
somente para Pi_Abs (Tabela 6).

Em consideracdo a condicdo néo inoculada, tanto os genotipos quanto as
linhagens possibilitaram diferencas significativas em todas as variaveis de
fluorescéncia da clorofila avaliadas. Nos hibridos, entretanto, Fv/Fm € Phi_Po nao
se diferiram com significancia estatistica em 5%. Por sua vez, para o contraste L vs

H néo houve diferenciacéo significativa com relacédo a Foe ABS/RC (Tabela 6).



Tabela 6. Resumo da andlise de variancia individual por ambiente e conjunta de indices fisiolégicos de fluorescéncia da clorofila de
guatro genitores e seis combinacdes hibridas de milho-pipoca cultivados com duas espécies bacterianas e sem inoculacgéo.

Quadrados Médios

FV GL Fo Fv/Fm Phi_Po Pi_Abs ABS/RC

Andlise Coniunt Genotipo (G) 9 6.41456061 ~ 099 * 075 @~ 278 @ * 0,16 -
nafise Lomunta  Ampiente (A) 2 352787086 "™ 000 "™ 019 "™ 112 : 0,32 :
GxA 18 2.396.66064 ~ 043 " 019 "™ 049 " 0,08 -

CV (%) 8,21 1,28 5,43 21,64 7,42
Genoétipo (G) 9 213288918 * 006 ~ 042 " 123 *© 0,05 ns
Azospirillum Linhagem (L) 3 286664517 ™ 000 "™ 02 "™ 069 " 0,05 ns
Brasilense Hibrido (H) 5  1.669.596,77 0,08 0,58 1,65 0,04 ns
L vs H 1 224808327 ™ 000 "™ 008 "™ 070 " 0,07 ns

CV (%) 8,50 1,16 1,16 23,28 8,44
Geno6tipo (G) 9 379452985 ~ 04 ~ 031 " 133 ~© 0,09 .
Leclercia Linhagem (L) 3 769626590 ~ 08 T 063 @~ 1,74 " 0,10 .
adecarboxylata Hibrido (H) 5 956.89067 "™ 0,00 "™ 008 ™ 0,85 - 0,05 ns
L vs H 1 627751760 ~ 067 ° 0,51 : 252 " 0,32 "

CV (%) 7,27 1,11 1,11 20,94 6,49

1%



Tabela 6. Cont.

Quadrados Médios

FV GL Fo Fv/Fm Phi_Po Pi_Abs ABS/RC
Genétipo (G) 9 528046286 < 0,61 ’ 0,40 - 1,20 - 0,18 .
- Linhagem (L) 3 560378373 ° 0,97 ’ 0,57 ’ 1,96 - 0,15 .
Nao inoculado Hibrido (H) 5  6.013.663,77 0,02 0,18 ns 0,80 " 0,21 "
L vs H 1 644.49570 " 0,15 0,95 ’ 0,95 ) 0,07 ns

CV (%) 8,50 1,49 1,49 19,96 7,27

NS = ndo-significativo, ** e * = significativos em 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
Pi_Abs = indice de desempenho baseado na absor¢ao, F, = fluorescéncia minima, F./Fn = eficiéncia quantica maxima do PSII, Phi_Po
= rendimento quantico maximo da fotoquimica primaria, e ABS/RC = energia de absor¢cdo média por centro de reacao.

ov
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Analisando-se os efeitos das inoculacdes sobre os gendtipos estudados,
de modo geral, a interacdo com as bactérias solubilizadoras de fosfato promoveu
melhorias significativas em todos os indices fisiol6gicos analisados, tanto para
linhagens quanto em hibridos. A taxa fotossintética elevou-se significativamente em
todos os gendtipos quando da inoculacao bacteriana. Concretamente, a inoculacéo
com A. brasilense proporcionou 0 maior incremento na taxa fotossintética liquida,
com estimativa média de 70%, especificamente de 87% nas linhagens e de 55%
nos hibridos. O tratamento com L. adecarboxylata, apesar de expressar impactos
mais modestos (37%), também resultou em ganhos relevantes, com incremento de
50% nas linhagens e de 26% nos hibridos (Figura 10).

Outros indices subjacentes a fotossintese também apresentaram
incrementos expressivos para 0s genotipos estudados. A condutancia estomatica,
por exemplo, expressou aumento de 107% (103% nas linhagens e 94% nos
hibridos) em decorréncia da inoculagdo com A. brasilense, ao passo que para L.
adecarboxylata esse aumento foi de 31% (51% nas linhagens e 15% nos hibridos).
Os valores de transpiracdo seguiram a mesma tendéncia, com destaque para as
plantas inoculadas com A. brasilense, que apresentaram aumento médio 79% (95%
nas linhagens e 65% nos hibridos). O tratamento com L. adecarboxylata também
resultou em ganhos notérios (41%), sendo 58% nas linhagens e 28% nos hibridos
(Figura 10).
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Figura 10. Estimativas de médias e desvios-padrdo de indices fisioldgicos de trocas gasosas avaliadas em linhagens e hibridos de
milho-pipoca cultivados sob inoculagéo bacteriana com Azospirillum brasilense, com Leclercia adecarboxylata e sem inoculacéo. Letras
maiusculas indicam diferencas estatisticas entre as inoculacdes para com a condi¢cdo ndo inoculada pelo teste Tukey, enquanto letras
minusculas representam diferencas entre os genotipos pelo teste Scott-Knott. Os valores de p indicam a significancia (F) para os efeitos
de genotipos (pgen), bactérias (poac) € sua interagao (Pgen*bac).

A = taxa de fotossintese liquida (umol CO2, m2 s?), gs = condutancia estomatica (mol m? s), Ci = concentracéo interna de CO2 (umol
CO; m?s1), e E = taxa de transpiracdo (mmol H.O m?s1).
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A concentracéo intercelular de CO2 ndo apresentou ganhos tao expressivos
em decorréncia das inoculagdes. A interagdo com A. brasilense resultou nos
maiores incrementos, com aumento médio de 13% nas linhagens e de 9% nos
hibridos; de modo contrario, L. adecarboxylata causou decréscimo para essa
caracteristica, com diminuicdo de 5% nas linhagens e de 8% nos hibridos.

Em se tratando do conteudo de pigmentos foliares, nao foram observados
incrementos comparativamente consideraveis para as diferentes condicdes de
inoculagdo (Figura 11). J& para a fluorescéncia da clorofila, a inoculacdo com A.
brasilense promoveu aumento significativo em Pi_Abs, resultando em incremento
médio de 21% nas linhagens e de 15% nos hibridos. O tratamento com L.
adecarboxylata também demonstrou efeitos favoraveis, com aumentos de 9% nas

linhagens e de 15% nos hibridos (Figura 12).
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Figura 11. Estimativas de médias e desvios-padréo de indices de pigmentos foliares avaliados em linhagens e hibridos de milho-pipoca
cultivados sob inoculacéo bacteriana com Azospirillum brasilense, com Leclercia adecarboxylata e sem inoculagéo. Letras mailsculas
indicam diferencas estatisticas entre as inoculacdes para com a condi¢do ndo inoculada pelo teste Tukey, enquanto letras mintsculas
representam diferencas entre os genoétipos pelo teste Scott-Knott. Os valores de p indicam a significancia (F) para os efeitos de
genotipos (pgen), bactérias (poac) € sua interagao (Pgen*bac).

Chl = teor relativo de clorofila (umol cm), Flav = teor de flavonoides (umol cm™), Anth = contetldo foliar de antocianinas (umol cm), e
NBI = indice de balanco de nitrogénio (umol cm).
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Figura 12. Estimativas de médias e desvios-padrao de indices fisioldgicos de trocas gasosas avaliadas em linhagens e hibridos de
milho-pipoca cultivados sob inoculacéo bacteriana com Azospirillum brasilense, com Leclercia adecarboxylata e sem inoculacédo. Letras
maiusculas indicam diferencas estatisticas entre as inocula¢des para com a condicdo nao inoculada pelo teste Tukey, enquanto letras
minusculas representam diferencas entre os genotipos pelo teste Scott-Knott. Os valores de p indicam a significancia (F) para os efeitos
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Na contextualizacdo do controle genético dos indices fisiolégicos e de
pigmentos foliares, a analise dialélica conjunta revelou que o efeito da CGC foi
significativo para Chl e NBI. J4 o efeito de CEC foi significativo apenas para Ci. Em
se tratando da interagdo CGC para com as condi¢des com inoculacéo bacteriana,
foram observadas interacdes significativas para Chl, Flav e NBI. Por outro lado, a
interacdo entre CEC e as inoculagdes bacterianas foram significativas para A, gs,
Ci, E, Chl e NBI (Tabela Suplementar 3).

Considerando-se a inoculacdo com A. brasilense, o efeito de CGC foi
significativo para A, Chl, Flav e NBI, enquanto em CEC foi significativo para gs, Ci,
E, Flav e NBI. Na condig&o inoculada com L. adecarboxylata, detectou-se efeito de
CGC significativo nas estimativas de quadrados médios de Chl efeitos de CEC
significativo para A e gs. Ja na condig&o nado inoculada, a CGC foi significativa para
Ci, Chl, Flav, Anth e NBI, ao passo que o efeito de CEC foi significativo para todas
as caracteristicas (Tabela Suplementar 3).

Para os indices de fluorescéncia da clorofila, a analise dialélica conjunta
nao detectou efeito significativo de CGC, com excecao de Fo. Ja para CEC, foi
observada significancia para a maioria desses indices, exceto em ABS/RC. Os
efeitos das interacbes CGCxA e CECxA, todavia, foram significativos para todas
as variaveis analisadas de fluorescéncia da clorofila (Tabela Suplementar 4). Na
condicao inoculada com A. brasilense a variavel F, apresentou diferenga altamente
significativa para CGC; por sua vez, apenas ABS/RC nao proporcionou efeito
significativo de CEC. Na condicdo inoculada com L. adecarboxylata foram
observados efeitos significativos de CGC e CEC para todos os indices. E, na
condicdo ndo inoculada, todos os indices apresentaram efeitos de CGC e CEC com
significancia estatistica (Tabela Suplementar 4).

Na condicao inoculada com A. brasilense, dentre as estimativas fisiol6gicas
de trocas gasosas e de pigmentos foliares, as que exibiram a influéncia mais
expressiva dos efeitos genéticos de dominancia (CEC) foram Flav, NBI e C;, tendo
o0 componente quadratico @s apresentado contribuicGes de 41%, 36% e 35%,
respectivamente, no controle dessas variaveis, seguido por E e gs, nesta ordem,
com percentuais de 27% e 25%. Por outro lado, na condicdo inoculada com L.
adecarboxylata os estimadores que demonstraram o maior impacto dos efeitos
genéticos de dominancia foram gs e A (24% e 23%, respectivamente). Na condi¢éo

nao inoculada os maiores efeitos de CEC recairam para A, Ci, E, gs, nesta ordem
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hierarquica, com valores de 76%, 71%, 70% e 64%, respectivamente, seguidos por

NBI e Flav, com respectivos percentuais de 47% e 46% (Figura 13).
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Figura 13. Importancia percentual dos componentes quadraticos relacionados a
capacidade geral de combinacdo (CGC), capacidade especifica de combinacéo
(CEC) e efeito residual (RES) de indices fisiologicos de trocas gasosas e de
pigmentos foliares em linhagens e hibridos de milho-pipoca cultivados sob
inoculacao bacteriana com A. brasilense, com L. adecarboxylata e sem inoculacao.
A = taxa de fotossintese liquida, Anth = conteudo foliar de antocianinas, Chl = teor
relativo de clorofila, Ci = concentracao interna de CO;, E = taxa de transpiracao,
Flav = teor de flavonoides, gs = condutancia estomatica, e NBI = indice de balanco
de nitrogénio.

Ressaltem-se os efeitos residuais haverem sido mais proeminentes para
todos os indices fisioldgicos de trocas gasosas e de pigmentos foliares quando na
condicdo de inoculagdo bacteriana, ao passo que na condicdo ndo inoculada
apenas Anth e Chl expessaram efeitos majoritarios residuais em relagéo a ¢g e ¢s
(Figura 13).

Referindo-se a condic¢do inoculada com A. brasilense, dentre os indices de
fluorescéncia da clorofila avaliados, os efeitos nado-aditivos (CEC) foram mais
proeminentes em Fv/Fm, Phi_po e Pi_Abs, nesta ordem, com valores de 63%, 63%
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e 62%, seqguidos por Fo e FW/Fm, cujas influéncias de CEC foram de 22% e 7%,
respectivamente. Na condicdo inoculada com L. adecarboxylata, as maiores
influéncias dos efeitos ndo-aditivos recairam para com Pi_Abs, F, e ABS/RC (67%,
54% e 48%, respectivamente). Outros estimadores, como Fv/Fm e Phi_po, também
apresentaram influéncia significativa de CEC, com o mesmo valor de 45%. Na
condicdo ndo inoculada, as variaveis com maior impacto dos efeitos ndo-aditivos
foram Pi_Abs e Fo, com magnitudes de 65% e 55%, respectivamente. Inobstante,
ABS/RC, Fmn/Fo e Phi_Po também mostraram influéncias relevantes de CEC,
expressas pelos valores de 49% para a primeira variavel e 48% para as duas

tltimas (Figura 14).
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Figura 14. Importancia percentual dos componentes quadraticos relacionados a
capacidade geral de combinagédo (CGC), capacidade especifica de combinacao
(CEC) e efeito residual (RES) de indices de fluorescéncia da clorofila estimados em
linhagens e hibridos de milho-pipoca cultivados sob inoculacdo bacteriana com A.
brasilense, com L. adecarboxylata e sem inoculacao.

ABS/RC = energia de absor¢cdo média por centro de reacgéo, Fo, = fluorescéncia
minima, F./Fm = eficiéncia quantica maxima do PSII, Phi_Po = rendimento quantico
maximo da fotoquimica primaria, e Pi_Abs = indice de desempenho baseado na
absorcéo.
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5.4 Quantificacdo de bactérias associadas as raizes das plantas de milho-

pipoca em diferentes condi¢des de inoculagéo

Visando desvendar o quantum de interacdo entre as bactérias e as plantas,
a mensuracdo da colonizacdo das raizes em cada genétipo pelos diferentes
tratamentos bacterianos revelou resultados altaneiros. Sob essa égide, o controle,
ndo inoculado, conteve o maior media percentual de colonizagdo, de 72,20%
(Tabela 7), mas isso se deveu a presenca de bactérias diazotréficas nativas no
solo. Por seu turno, a inoculagdo com L. adecarboxylata se mostrou mais eficiente
em termos de colonizacdo, com 70,40% destes microrganismos, em média,
colonizando as raizes das plantas inoculadas por essa espécie (Tabela 7, Figura
15). Apesar de demonstrar resultados promissores, a inoculagdo com A. brasilense
foi a que deteve a menor magnitude de colonizacdo, expressa pelo valor de 46,30%
(Tabela 7, Figura 16).

Tabela 7. Estimativas percentuais médias da quantificacao de bactérias associadas
as raizes de plantas de milho-pipoca cultivadas sob inoculacdo com Azospirillum
brasilense, com Leclercia adecarboxylata e sem inoculacao.

Azospirllu Lecrercia Diazotroficas Média de
Gendétipos m adecarboxyla nativas colonizacao por
brasilense ta (controle) gendétipo
P2 100,0 83,3 83,3 88,9
P7 33,3 100,0 33,3 55,6
L75 50,0 16,7 100,0 55,6
L80 16,7 66,7 100,0 61,1
P2xP7 16,7 66,7 66,7 50,0
P2xL80 50,0 50,0 50,0 50,0
P2xL75 50,0 83,3 50,0 61,1
P7xL75 66,7 66,7 83,3 72,2
L75xL80 33,3 100,0 83,3 72,2
Média de
inoculacao por 46,3 70,4 72,2

bactéria
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Considerando-se apenas as linhagens, P2 se destacou, apresentando a maior
média de colonizacao, com valores de 100% para A. brasilense e de 83,3% para L.
adecarboxylata (Tabela 7). L80 também apresentou elevada colonizacgéo,
notadamente maior em L. adecarboxylata, com média de 100% e de 66,7% para A.
brasilense. Situag&o similar foi observada em P7, com 100% de colonizagéo por L.
adecarboxylata. No entanto, a colonizagcdo com A. brasilense foi menor, com
estimativa de 33,3%. L75 foi a linhagem genitora que apresentou menores
interagdes com os tratamentos, com 50% de colonizacéo por A. brasilense e 16,7%

por L. adecarboxylata (Tabela 7).
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Figura 15. Estimativas percentuais de unidades formadoras de col6nia (UFC) por
grama de raiz fresca de bactérias associadas as raizes de plantas de milho-pipoca
cultivadas com Leclercia adecarboxylata.
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Figura 16. Estimativas percentuais de unidades formadoras de colonia (UFC) por
grama de raiz fresca de bactérias associadas as raizes de plantas de milho-pipoca
cultivadas com Azospirillum brasilense.
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Em particular aos hibridos, em P2xL80 a colonizacdo foi similar para os
tratamentos, com médias de 50% para A. brasilense e L. adecarboxylata. Em
P2xL75 a colonizagdo por A. brasilense também foi de 50%, enquanto a
colonizacdo por L. adecarboxylata foi significativamente maior, com media de
83,3%. Na combinagéo hibrida P2xP7 também houve maior coloniza¢éo por L.
adecarboxylata, expressa pelo valor médio de 66,7%, ao passo que em A.
brasilense a colonizacdo foi inferior, com valor de 16,7%. L75%80 foi o F1 que
apresentou a mais elevada interacdo com L. adecarboxylata, cuja média foi de
100%. A. brasilense também apresentou média consideravel de colonizacdo para
esse hibrido, com valor de 83,3%. Para P7xL75 a colonizagdo exibiu valores iguais
de colonizacdo para ambas as espécies bacterianas, com magnitude de 66,7%
(Tabela 7).
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6. DISCUSSAO

6.1. Prospeccdo de cepas bacterianas solubilizadoras de fosfato como

alternativa para o suprimento de P

As bactérias rizosféricas estdo envolvidas na ciclagem geoquimica dos
nutrientes, tornando-os disponiveis tanto para as plantas quanto para a
comunidade microbiana do solo (Elhaissoufi et al., 2022). Assim, a busca por
microrganismos que possam aumentar a disponibilidade de nutrientes no solo e,
por consequéncia, melhorar a eficiéncia na utilizacdo desses nutrientes pelas
plantas, especialmente no caso do fosforo, emerge como uma alternativa viavel
para o desenvolvimento de uma agricultura moderna, sustentavel e que promova a
seguranca alimentar. Todavia, sabe-se que apenas 20% das bactérias presentes
no solo demonstram eficiéncia na solubilizacdo de fosfatos (Solanki et al., 2018).
Nesse contexto, este trabalho buscou avaliar cepas de diferentes espécies quanto
a capacidade de solubilizar fosfato de calcio e o fosfato natural de rocha
(termofosfato) visando a promover a eficiéncia no uso do P em gendtipos de milho-
pipoca durante o estadio de desenvolvimento vegetativo (V4).

Nos testes de solubilizacédo de fésforo em meio sélido (Figura 4, Tabela 3),
0 isolado A. brasilense se destacou por sua habilidade em solubilizar fosfato de
célcio em meio liquido, apresentando indice de solubilizacdo de 3,8, resultado
superior a média dos demais isolados bacterianos, indicando seu potencial para
testes futuros como inoculante. A. brasilense é a espécie promotora de crescimento

vegetal mais estudada do género Azospirillum (Mendonca et al., 2020). Devido a
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capacidade de colonizar tanto a parte interna quanto externa da raiz, além de outros
orgaos vegetais, essa bactéria tem se destacado por sua eficiente promocao de
crescimento, especialmente em condi¢cdes de estresses abidticos (Silveira et al.,
2019; Souza et al.,, 2019; Zaheer et al.,, 2019; Narayanasamy et al., 2020). A
resposta positiva das plantas inoculadas com A. brasilense ocorre porque, além da
aquisicdo eficiente de nutrientes, essa espécie sintetiza e libera metabdlitos
reguladores de crescimento em plantas, sendo o fitorménio auxina na forma de
acido indolacético (AlA) o mais importante (Cassan et al., 2020). Apesar dos
mecanismos de promog&o de crescimento por A. brasilense estarem bem
estabelecidos na literatura, aqueles envolvidos na mitigacdo do estresse por
solubilizacédo de fosfatos e alteracdo nas membranas da planta ainda carecem de
maiores evidéncias, destacando a relevancia desse estudo.

Ademais, observou-se que algumas cepas nao formaram halos em testes
realizados em meio solido, mas demonstraram expressiva capacidade de
solubilizacéo de fosfato quando submetidas a ensaios em meio liquido. A exemplo
disso, destaca-se L. adecarboxylata que, mesmo apresentando mediana
capacidade de solubilizacdo de P em testes em meio sélido (Figura 4 e Tabela 3),
se evidenciou como uma cepa promissora na solubilizacdo de fosfatos em testes
em meio liqguido com termofosfato (Figura 5), sobretudo para uma resposta rapida
de solubilizacdo inicial do P, destacando-se também como uma candidata
promissora para participacdo em testes de inoculacdo em plantas.

Contudo, cumpre destacar que existem poucos estudos disponiveis sobre
a eficacia de L. adecarboxylata como promotora de crescimento em plantas.
Algumas investigacdes anteriores ja tiveram sucesso em identificar a colonizacéo
de L. adecarboxylata em raizes de algumas culturas, como milho (Snak et al.,
2021), soja (Kang et al., 2019) e mamao (Conceicédo, 2014). Nessa perspectiva,
Conceicédo (2014) avaliou a cepa de L. adecarboxylata NS87, isolada da rizosfera
de Carica papaya, que apresentou capacidade de solubilizar fosfato quando testada
em meio solido NBRIP e em meio liquido NBRIP, corroborando parcialmente com
os resultados desse trabalho, que nao verificou alta solubilizacdo de P por L.
adecarboxylata em meio solido. Além disso, no estudo de Conceicdo (2014), a
estirpe apresentou eficiéncia em produzir fitorménios e sideréforos que regulam o
crescimento, controlando processos como divisdo celular, alongamento,

diferenciacdo e senescéncia, e quelam moléculas de fosforo que facilitam sua
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absorcado pelas plantas em solos pobres em P, promovendo a melhoria no
metabolismo e vigor vegetal.

Mais recentemente, Snak et al. (2021) analisando o genoma da cepa
isolada de milho L. adecarboxylata, identificaram genes associados a promocéo de
crescimento vegetal, incluindo a producao de AIA. Desse modo, até onde se tem
conhecimento, o presente estudo se destaca como um dos pioneiros na
caracterizacao da interacao desse microrganismo com plantas visando ao aumento
na solubilizacdo de P no solo.

Ndo se pode deixar de destacar que o baixo desempenho de L.
adecarboxylata em teste em meio solido e seu destaque no teste de solubilizacédo
em meio liquido ressaltam a necessidade da realizacdo do teste de cepas
promissoras em distintos meios. Isso porque a selecdo de cepas que solubilizam
fosfatos € realizada predominantemente por meio de triagens em meios solidos que
contém fontes insoluveis de fosfato, como fosfato de célcio, fosfato de aluminio e
fosfato de ferro. Nesses meios, a eficiéncia do isolado € avaliada pela formacéo de
halos ao redor das colbnias. No entanto, diversos estudos apontam que essa
metodologia, considerada qualitativa, pode resultar na exclusdo de cepas com
potencial significativo (Salcedo et al., 2014; Sousa et al., 2016), que foi o0 caso da
L. adecarboxylata nesse estudo, realcando a necessidade de testagem em meio

liquido.

6.2. Impacto das bactérias solubilizadoras de fosfato na promocdo do

crescimento e na eficiéncia do uso do fésforo em milho-pipoca

Os hibridos se beneficiaram mais da interacdo com os microrganismos do
gue as linhagens, indicando que a combinacédo genética nos hibridos potencializa
a eficiéncia na utilizacdo de fésforo disponibilizado pelas bactérias. Entre as
caracteristicas avaliadas, a altura da planta aos 20 dias, a massa seca foliar e a
area foliar apresentaram os maiores incrementos decorrente da inoculacao.

A superioridade de A. brasilense, responsavel por aumentos médios de
23% na altura e de até 121% na area foliar dos hibridos, pode ser atribuida a sintese
de fitohormbnios e a melhoria na absor¢cdo de nutrientes, com impactos positivos
no aumento da area de superficie para captura da luz solar, favorecendo, assim, a
fotossintese e, consequentemente, o crescimento das plantas (Figura 7). L.

adecarboxylata, embora em intensidade mais modesta, também demonstrou
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potencial na promocdo do crescimento vegetal, especialmente em genotipos
especificos, como no hibrido L75xL80, superando o efeito da interagdo com A.
brasilense. Esses resultados reforcam a compreensdo de que a interacao entre
plantas e microrganismos € um sinergismo complexo e altamente influenciado
pelas caracteristicas genéticas das plantas, que sao capazes de recrutar diferentes
cepas bacterianas (Bulgarelli et al., 2013; Yeoh et al., 2017; Walters et al., 2018;
Pinski et al., 2019). Essa dinamica revela que os beneficios promovidos pelas
bactérias ndo sao uniformes, mas dependem da especificidade genética, afetando
0 crescimento, a tolerancia a estresses e a eficiéncia no uso de recursos
(Rodriguez et al., 2019; Oliveira et al., 2024; Souza et al., 2024).

Os beneficios proporcionados pelas bactérias solubilizadoras de fésforo
também foram evidentes na eficiéncia de uso do fésforo (PUE), que se refere a
capacidade das plantas de adquirir e usar fésforo do solo para produzir biomassa
e graos (Manske et al., 2000) e tem como componente secundario a eficiéncia de
absorcado (PUpE). Esta, por sua vez, representa a capacidade das plantas de
absorver o fésforo do solo (Gu et al., 2016; Manske et al., 2000). Assim, melhorar
PUE pode ser alcancada por meio da melhoria da eficiéncia de absorcao de fésforo
(PUpE) (Clemens et al., 2016). Nessa perspectiva, observa-se que a inoculacéo
promoveu ganhos médios de 154% em PUpE com A. brasilense e de 130% com L.
adecarboxylata, resultando em aumentos de 96% e 92%, respectivamente, na
eficiéncia de uso (PUE). Esses achados demonstram que a interacdo com 0s
microrganismos € capaz de otimizar a captacao e o aproveitamento de fosforo pelo
sistema radicular, contribuindo diretamente para o0 crescimento e o0
desenvolvimento do milho-pipoca, com impactos significativos em todo o
metabolismo vegetal.

Ainda nessa seara, ndo € exorbitante destacar o efeito benéfico otimizador
das bactérias aqui avaliadas, haja vista que em se aludindo aos resultados de
Gerhardt et al. (2019), que destacaram P7xL80 como um dos hibridos superiores,
também na pesquisa aqui desenvolvida, esse gendtipo notadamente expressou
aumentos representativos em PUpE e PUE decorrentes da inoculacao bacteriana,
sobretudo com A. brasilense, asseverando a potencialidade da interacéo
bacteriana com milho-pipoca, mesmo em gendtipo previamente caracterizado

como eficiente no uso do P.
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Todavia, dado o carater exploratorio deste estudo, é importante ressaltar
gue essas evidéncias ainda sdo pioneiras e em nivel de casa de vegetacéo,
destacando a relevancia de implementacao de futuras pesquisas com a cultura do
milho-pipoca em campo, de modo que se investiguem para essa condicdo 0s
mecanismos envolvidos e as interacdes especificas entre genoétipos e

microrganismos.

6.3. As mudancas fisiolégicas subjacentes a promoc¢édo no desenvolvimento
de milho-pipoca em ambiente com baixo P em resposta ainoculagdo com

bactérias solubilizadoras de fosfato

A disponibilidade adequada de fosforo € crucial para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, desempenhando cabal funcéo na fotossintese e na
producédo de biomassa vegetal (Carstensen et al., 2018; Dusenge et al., 2019;
Kayoumu et al., 2023). O fosfato inorganico (Pi) participa de processos cruciais,
como o Ciclo de Calvin-Benson e a fotofosforilacdo. No Ciclo de Calvin-Benson, o
Pi é gerado durante a fase de reducao, quando o 1,3-bifosfoglicerato é convertido
em gliceraldeido-3-fosfato (G3P), bem como na fase de regeneracdo, em que
intermediarios sdo convertidos para formar ribulose-1,5-bifosfato (RuBP). Na
fotofosforilacdo, o Pi liberado no Ciclo de Calvin é reutilizado para a sintese de ATP
pela ATP sintase nos tilacoides. Além disso, o Pi é elemento-chave na sintese de
sacarose e na exportacdo de trioses-fosfato, que culminam na producdo de
carboidratos. Dessa forma, o Pi € fundamental para o fluxo continuo de energia e
carbono, conectando as reacdes fotoquimicas a assimilacdo de carbono e a
producédo de energia nas plantas (Dusenge et al., 2019; Suzuki et al., 2022).

Estudos explorando o efeito de bactérias promotoras do crescimento
vegetal em caracteristicas associadas a fotoquimica e trocas gasosas foliares das
plantas ainda sdo escassos. Nesse sentido, no presente estudo buscou-se explorar
como a inoculacdo com A. brasilense e L. adecarboxylata poderia impactar indices
fisiol6gicos associados a fluorescéncia da clorofila, trocas gasosas foliares e
conteudo de pigmentos foliares, e como esses impactos poderiam afetar
caracteristicas do crescimento e desenvolvimento vegetal. Os resultados
evidenciam que a promoc¢do da fotossintese e dos fatores associados esta
diretamente relacionada a capacidade das bactérias A. brasilense e L.

adecarboxylata em solubilizarem fosfatos no solo, fornecendo fésforo inorgéanico
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(Pi) disponivel para as plantas, otimizando processos criticos dependentes de
fosforo, como a sintese de ATP e NADPH no Ciclo de Calvin-Benson, fundamentais
para a fixagédo de carbono e a assimilagcdo de CO,.

A superioridade de A. brasilense, que promoveu incrementos significativos
na taxa fotossintética liquida (70% em média), pode ser explicada por sua elevada
eficiéncia na disponibilizacdo de Pi, essencial para a fotofosforilagdo e a
regeneracao de ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP), etapas-chave na manutencao da
fotossintese. O aumento expressivo na condutédncia estomatica (103% nas
linhagens e 94% nos hibridos) e na transpiracdo (95% e 65%, respectivamente)
indica que o fésforo disponibilizado pelas bactérias favoreceu o funcionamento dos
estdbmatos, otimizando a absorcdo de CO, e a regulacdo térmica, processos
fundamentais para a maximizagéo da eficiéncia fotossintética.

No caso de L. adecarboxylata, embora os incrementos tenham sido
menores (50% na fotossintese das linhagens e 26% nos hibridos), seus efeitos
ainda destacam a importancia do fésforo na fotossintese. Os aumentos na
condutancia estomatica (51% nas linhagens e 15% nos hibridos) e na transpiracao
(58% e 28%, respectivamente) também corroboram a capacidade dessa bactéria
de solubilizar fosfatos e fornecer Pi, mesmo que em menor magnitude em
comparacao a A. brasilense.

Ademais, a menor concentragéo intercelular de CO, observada nas plantas
inoculadas com L. adecarboxylata (reducbes de 5% nas linhagens e de 8% nos
hibridos) indica uma maior eficiéncia no uso de CO, pela via fotossintética,
possivelmente associada a maior disponibilidade de fésforo e ao fortalecimento do
Ciclo de Calvin. Por outro lado, os incrementos moderados na concentracao
intercelular de CO, nas plantas tratadas com A. brasilense (13% nas linhagens e
9% nos hibridos) indicam maior captura de CO,, possibilitada pelo aumento na
condutancia estomatica e pela melhoria nas condicbes metabdlicas.

Além disso, os resultados para o indice de capacidade absortiva (Pi_Abs)
confirmaram a melhoria da eficiéncia fotossintética nas plantas inoculadas com as
bactérias solubilizadoras de fosfato. A inoculagdo com A. brasilense resultou em
incrementos médios de 21% nas linhagens e de 15% nos hibridos, reforcando a
maior eficiéncia na conversao de energia luminosa em energia quimica, um
processo fortemente dependente da disponibilidade de Pi. O aumento em Pi_Abs

reflete a melhoria na eficiéncia fotoquimica, diretamente associada ao aumento de
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Pi e a otimizacéo do Ciclo de Calvin-Benson. A inoculacdo com L. adecarboxylata
também proporcionou incrementos, porém menores em Pi_Abs (9% nas linhagens
e 15% nos hibridos), mas ainda assim contribuiu para o aumento da eficiéncia
metabdlica das plantas, corroborando a importancia da solubilizacédo de fosfato na
promocéao da fotossintese.

Apesar de ndo haver mudancas significativas no conteido de pigmentos
foliares, a combinacdo de melhorias na fotossintese liquida, na condutancia
estomatica e na fluorescéncia indica uma regulacdo eficiente do aparato
fotossintético e do uso dos recursos disponiveis. Isso implica que as inoculacdes
promovem ajustes bioldgicos que resultam em plantas mais adaptadas a maximizar
a captacao e uso dos nutrientes, favorecendo o crescimento e o potencial produtivo.
Essas alteragOes ratificam o potencial das bactérias como agentes biofertilizantes
para melhorar o desempenho agricola de gendtipos para cultivos mais

sustentaveis.

6.4. ImplicacBes para o melhoramento de plantas em face a inoculagdo com

bactérias solubilizadoras de fosfato

Por décadas, o melhoramento de plantas focou em estratégias voltadas
principalmente para a selecdo de gendtipos mais produtivos, priorizando
caracteristicas como rendimento, vigor e resisténcia a pragas e doencas, sem
considerar de forma direta a interagdo das plantas com sua microbiota associada.
Essa abordagem, embora tenha gerado avancos notaveis na produtividade
agricola, resultou em cultivares que, muitas vezes, dependem fortemente de
insumos externos, como fertilizantes e defensivos quimicos, devido a perda ou
subutilizacao de interacdes benéficas com microrganismos do solo.

Hoje, reconhece-se que a auséncia desses microrganismos, fundamentais
para processos como ciclagem de nutrientes, inducao de resisténcia e tolerancia a
estresses abidticos, compromete a resiliéncia das plantas em ambientes
desafiadores. Incorporar a microbiota como parte das estratégias de melhoramento
genético oferece uma oportunidade Unica para desenvolver cultivares que nao
apenas sejam mais produtivas, mas também mais sustentaveis e adaptaveis, ao
potencializar sinergias entre plantas e microrganismos benéficos, promovendo
sistemas agricolas mais equilibrados e eficientes. Compreender como essa

interacdo planta-microrganismo influencia no controle genético de caracteristicas
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Importantes, como aquelas associadas ao desenvolvimento das plantas, permite
delimitar estratégias mais eficientes e direcionadas para programas de
melhoramento genético vegetal com enfoque na sustentabilidade agricola.

Nesse aspecto, o0 presente estudo, ao investigar a dinamica do controle
genético das caracteristicas relacionadas a promocao do crescimento de plantas,
mediante a inoculacdo com dois isolados bacterianos selecionados (A. brasilense
e L. adecarboxylata), fundamenta-se na potencialidade da andlise dialélica em
fornecer subsidios para o desenvolvimento de estratégias de melhoramento de
milho-pipoca em associagdo com microrganismos para aumento na eficiéncia do
uso do P.

O uso do dialelo de Griffing, por exemplo, permite a identificacdo de como
essas interacdes influenciam o controle genético de caracteristicas. O componente
quadratico (@g) associado a capacidade geral de combinacdo (CGC) esta
relacionado aos efeitos aditivos, traduzindo a contribuicdo média dos genitores para
a progénie e a frequéncia de alelos favoraveis em sua composicao genética. Por
outro lado, o componente quadratico (¢s) associado a capacidade especifica de
combinacéo (CEC) expressa os efeitos génicos nao-aditivos, como dominéncia e
epistasia, sendo estimado pelo desvio em relagcdo ao comportamento esperado
com base na CGC. Essa abordagem possibilita compreender como fatores
genéticos e interagdes com microrganismos, como bactérias solubilizadoras de
fosfato, podem influenciar caracteristicas associadas ao crescimento vegetal.
Dessa forma, € possivel determinar estratégias mais precisas para o melhoramento
genético, considerando tanto a contribuicdo direta dos genitores quanto as
interacOes especificas entre gendtipos quando inoculados com microrganismos.

A interacdo significativa entre a capacidade especifica de combinacgao
(CEC) e a condicao de inoculagéo, observada nesse estudo para as caracteristicas
de crescimento (altura de planta aos 20 dias, area foliar, diametro de colmo e massa
seca das folhas) (Tabela Suplementar 2) e de indices fisioldgicos (taxa
fotossintética liquida, condutancia estomatica, concentracdo interna de COg,
transpiracdo e conteudo de clorofila) (Tabela Suplementar 3) revela como os efeitos
génicos ndo-aditivos sao influenciados pela presenca ou auséncia de
microrganismos. Isso indica que a resposta das combinac¢des hibridas varia entre

as condi¢des de inoculacédo, evidenciando que algumas combinac¢des genotipicas
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apresentam melhor desempenho em ambientes inoculados devido a interacao
planta-microrganismo.

Embora a importdncia de @s tenha prevalecido para a maioria das
caracteristicas, algumas apresentam interacdes significativas com CGC (como
massa seca da folha, concentracao intercelular de CO», contetdo de clorofila e de
flavonoides, bem como todas aquelas relacionadas a fluorescéncia da clorofila),
indicando a influéncia da acéo génica aditiva, mesmo que em menor grau, além de
demonstrar que a expressao dos alelos favoraveis pode ser potencializada ou
atenuada pela interacdo planta-microrganismo. A epistasia também pode
desempenhar um papel importante nesse contexto, uma vez que interagcdes entre
genes nao alélicos podem modular a expresséo dessas caracteristicas, tornando a
selecdo genética ainda mais complexa. A interacdo entre diferentes locos pode
influenciar a resposta das plantas as condi¢cdes de inoculacdo, reforcando a
necessidade de considerar tanto os efeitos aditivos quanto os néo-aditivos no
delineamento de estratégias de melhoramento.

De maneira geral, os resultados obtidos, quer sejam para caracteristicas
morfologicas ou indices fisioldgicos, favorecem a argumentacdo de que a selecao
de genadtipos superiores deve ser especifica para cada condi¢cédo de inoculacdo, em
vez de basear-se na média geral. Isso pode dificultar a selecdo de gendtipos
promissores para ambas as condi¢des, inoculadas e ndo-inoculadas, pois os alelos
gue controlam a expressao das caracteristicas em uma condicéo de estudo podem
ser diferentes ou apenas parcialmente diferentes daqueles que atuam na outra
condicdo (Hao et al., 2010; Lu et al., 2011). Assim, as caracteristicas sob condi¢cdes
de nao-inoculacdo podem incluir genes que foram expressos ou silenciados em
ambientes com suprimento ideal de fésforo (Hao et al., 2010; Lu et al., 2011;
Rahman et al., 2011). Portanto, € essencial observar os resultados dos genitores
(6i) e dos cruzamentos (8;) em cada ambiente, promovendo a sele¢édo de gendtipos
adequados para cada condicao.

A significancia de §; e §j para a maioria das caracteristicas indica que tanto
os efeitos aditivos quanto os ndo-aditivos sdo relevantes para este estudo. Por
conseguinte, a magnitude dos componentes quadréticos (¢g e ¢s) pode revelar se
a concentracdo de alelos favoraveis nos genitores ou a complementacéo alélica
entre eles é o caminho mais adequado para a obtengc&do de gendtipos superiores,

guiando estratégias para o desenvolvimento de programa de melhoramento. Nesse
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trabalho observou-se maior influéncia dos efeitos ndo-aditivos no controle das
caracteristicas morfolégicas em ambas as condicbes de disponibilidade de
inoculacao (Figura 9), suportando a conclusé@o de que a exploracdo da heterose é
a estratégia recomendada para a obtencao de gendétipos superiores, tal qual como
preconizado nos classicos ensinamentos de Hallauer et al. (2010) e Cruz et al.
(2014).

Os resultados inéditos obtidos nesse estudo ressaltam que pesquisas
sobre microrganismos solubilizadores de fosfato podem ser integradas as praticas
de melhoramento, permitindo que os melhoristas selecionem genoétipos que
demonstrem ndo apenas boas caracteristicas agronémicas, mas que também
maximizem as interagdes com a microbiota do solo. Aléem disso, as praticas de
selecdo podem ser direcionadas para promover a diversidade microbiana
associada as raizes, criando um ecossistema que favoreca a saude e o
desenvolvimento das plantas.

Por fim, a identificacédo de linhagens e hibridos que respondem de maneira
diferenciada as inoculagcbes também abre caminho para pesquisas mais
aprofundadas. Estudos voltados para a compreensao dos mecanismos genéticos e
fisiolégicos subjacentes a interacdo planta-microrganismo podem auxiliar no
desenvolvimento de tecnologias mais direcionadas e eficientes para a
implementacdo de uma agricultura sustentavel. Estes achados tém implicacfes
praticas importantes. Primeiro, eles reforcam a necessidade de selecionar
gendtipos especificos para maximizar os beneficios da inoculacdo com
microrganismos. Segundo, apontam para a possibilidade de explorar hibridos,
como L75%L80, em programas de melhoramento voltados para a otimizac&o do uso
de microrganismos especificos, como L. adecarboxylata. Essa abordagem pode
representar uma estratégia viavel para aumentar a produtividade agricola de forma

sustentavel, reduzindo a dependéncia de insumos quimicos.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo evidenciam a complexidade das interacdes
entre plantas e microrganismos, indicando que o0os genotipos de milho-pipoca
apresentam comportamentos distintos no sinergismo com as bactérias
solubilizadoras de fosfato. Isso reforca a importancia de considerar ndo apenas o
desempenho agronémico per se, mas também a especificidade de interacdo entre
gendtipo e microrganismo ao selecionar plantas para o melhoramento genético,
especialmente em condi¢cdes de baixa disponibilidade de fésforo.

O estudo demonstrou o significativo potencial das bactérias solubilizadoras de
fosfato, A. brasilense e L. adecarboxylata, na promocéo do crescimento vegetal e
no aprimoramento de indices fisiol6gicos, como taxa fotossintética liquida,
condutancia estomatica e transpiracdo. Ambas as bactérias contribuiram para um
melhor desempenho das plantas, evidenciando o beneficio dessas interacfes
simbioticas.

De maneira geral, os hibridos apresentaram maior eficiéncia no uso de
fésforo, com crescimento mais vigoroso em comparacdo as linhagens,
demonstrando serem mais promissores para 0 desenvolvimento de plantas
resilientes a estresses ambientais. Apesar disso, 0 comportamento das bactérias
variou entre 0s genotipos. A. brasilense mostrou-se mais eficiente em promover
ganhos na maioria dos hibridos e linhagens avaliadas, resultando em maior
crescimento e desempenho fisiolégico. Entretanto, o hibrido L75xL80 destacou-se

por apresentar o melhor sinergismo com L. adecarboxylata, superando os efeitos



69

de A. brasilense nesse genotipo especifico, evidenciando a influéncia gendtipo-
especifica nas intera¢des planta-microrganismo.

Além disso, a inoculacdo com essas bactérias melhorou a eficiéncia no uso e
absorcéo de fésforo pelas plantas, otimizando a captacéo e aproveitamento desse
nutriente em solos com baixa disponibilidade. Esses resultados indicam que a
combinacao de estratégias de melhoramento genético com a utilizacdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato tende a ser uma opcéo eficiente para aumentar a
produtividade do milho-pipoca, reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos e
promover praticas agricolas mais sustentaveis. Assim, o estudo ressalta o potencial
dessas bactérias como biofertilizantes promissores para sistemas agricolas

modernos.
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Tabela Suplementar 1. Resultados da andlise quimica granulométrica do substrato utilizado para avaliar quatro linhagens e seis
hibridos de milho-pipoca sob estresse de fosforo em condi¢des de inoculacdo bacteriana e sem inoculagéo.

pH S-SOs P K Ca Mg Al H+tAl Na C MO CTC SB V m IsNa Fe Cu Zn Mn B

Amostra
H.O  mg/dm? mmolc/dm?® g/dm?® mmolc/dm®* % % % mg/dm?
1 6,9 7 7 04 12 08 0O 1,7 06 0,6 1,03 4.7 3 64 0 13 108,02 0,22 1,98 2324 0,04
2 6,9 10 8 04 12 08 0O 1,7 06 0,6 1,03 4 26 65 0 15 119,33 0,19 2,05 236 0,41

Extratores: P, Na, K, Fe, Zn, Mn, Cu - extrator Mehlich 1; Ca, Mg, Al - extrator KCI (1 mol/L); H + Al - extrator acetato de calcio (0,5 mol/L e pH 7,0);
B- extrator com agua quente; S- extrator fosfato monocalcico

AbreviacBes: SB - Soma de Bases Trocaveis; CTC - Capacidade de Troca Catidnica a pH 7,0; V - indice de Saturacio por Bases; m - indice de
Saturag&o por Aluminio; ISNa - indice de Saturac¢io por Sédio; OM - Matéria Organica (C Org x 1,724, Walkley-Black).
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Tabela Suplementar 2. Resumo da andlise dialélica individual por ambiente e conjunta de caracteristicas morfologicas e da eficiéncia
no uso e absorcao do fésforo para quatro genitores e seis combinacg6es hibridas de milho-pipoca cultivados com inoculagfes bacterianas
com A. brasilense, com L. adecarboxylata e sem inoculagao.

Quadrados Médios

FV AP AF DC MSF PUE PUpE
CGC 6,80 4420 ™ 037 "™ 0,02 s 1360,17 ™ 0,01
. _ CEC 2,17 " 16059 © 2,80 005 * 281450 " 0,05 °
Anélise Conjunta
CGCxA 1,84 "™ 126,45 1,24 " 0,04 T 7650,73 7 001 ~
CECxA 2,67 138,74 7 1,19 005 * 4190,03 0,01 ~
o ' CGC 743 7 268,38 * 068 "™ 0,05 : 5256,58 0,03 °
Azospirillum brasilense
CEC 509 7 402,84 " 2,80 016 7 10989,55 0,04
_ CGC 11,08 © 105,48 105 "™ 0,05 : 457525 0,01 ’
Leclercia adecarboxylata
CEC 507 © 17486 ™ 1,17 ™ 0,05 2561,04 0,02 *
' CGC 558 © 11,64 " 1,88 003 * 9550,14 0,00 "
N&o inoculado
CEC 1,69 © 18157 T 1,88 002 * 327296 7 0,02

" = ndo-significativo, ** e * = significativos em 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
AP = altura da planta aos 20 dias, AF = area foliar, DC = didametro do colmo, MSF = massa seca foliar, PUE = eficiéncia no uso do fdsforo, e PUpE
= eficiéncia de absor¢éo de fosforo.
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Tabela Suplementar 3. Resumo da analise dialélica individual por ambiente e conjunta de indices fisioldgicos de trocas gasosas e de
pigmentos foliares para quatro genitores e seis combinacdes hibridas de milho-pipoca cultivados com inocula¢des bacterianas com A.
brasilense, com L. adecarboxylata e sem inoculacéo.

Quadrados Médios

FV A Os Ci E Chl Flav Anth NBI
CGC 769 n~ 0,00 n 858,25 " 0,03 " 4,81 001 , 000 " 960 .
CEC 1398 n~ 0,00 "™ 133387 * 040 ™ 190 ™~ 001 , 000 "™ 475

Analise Conjunta
CGCxA 351 ™ 0,00 ™ 599,05 " 0,12 " 4,69 002 . 000 " 843

CECxA 2641 = 0,04 ~ 182745 * 0,77 * 3,52 001 , 000 ™ 840 .

CGC 1847 * 000 n~ 78788 ™ 0,26 " 660 ~ 003 . 000 " 1922 .
Azospirillum brasilense

CEC 3,37 "™ 0,05 * 140084 * 0,66 246 ™ 003 .~ 000 " 11,89 .

CGC 238 0,00 479,23 n 0,06 ™ 5,62 001 , 000 6,52
Leclercia adecarboxylata

CEC 21,46 * o001 * 363,78 ™ 021 ™~ 203 "™ 001 , 000 " 237

CGC 9,24 = 0,00 ™ 250574 * 002 n~ 1159 ~ 0,03 =~ 0,03 19,94 .

N&o inoculado
CEC 69,92 =~ 006 ~ 589188 ~ 188 ~ 824 ~ 0,02 . 0,02 16,80 .

" = ndo-significativo, ** e * = significativos em 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
A = taxa de fotossintese liquida, gs = condutancia estomatica, Ci = concentracéo interna de CO,, E = taxa de transpirac¢do, Chl = teor relativo de
clorofila, Flav = teor de flavonoides, Anth = conteudo foliar de antocianinas, e NBI = indice de balanco de nitrogénio.
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Tabela Suplementar 4. Resumo da andlise dialélica individual por ambiente e conjunta de indices fisiolégicos de fluorescéncia da
clorofila para quatro genitores e seis combina¢des hibridas de milho-pipoca cultivados com inoculacdes bacterianas com A.
brasilense, com L. adecarboxylata e sem inoculagéo

Quadrados Médios

FV Fo Fv/Fm Phi_Po Pi_Abs ABS/RC
CGC 1966107,20 ) 0,00 ns 0,00 ns 0,00 ns 0,00 ns
. . CEC 2224226,71 - 0,04 ” 0,09 ” 0,27 ” 0,01 ns
Anélise Conjunta
CGCxA 3278600,04 " 0,02 . 0,02 . 0,42 . 0,09 "
CECxA 195569094  © 0,02 . 0,02 . 0,53 - 0,07 ”
o _ CGC 3110503,64 " 0,00 ns 0,00 ns 0,00 ns 0,00 ns
Azospirillum brasilense
CEC 1644081,95 ) 0,07 " 0,16 -~ 0,39 - 0,00 ns
, CGC 4061596,79 " 0,03 " 0,13 " 0,01 . 0,02 ’
Leclercia adecarboxylata
CEC 3660996,38 " 0,03 - 0,76 - 0,40 - 0,02 ”
o CGC 5283421,24 " 0,04 . 0,04 . 0,03 - 0,06 ”
N&o inoculado
CEC 527898367 ~ 007 - 0,07 - 0,30 - 0,04 “

" = ndo-significativo, ** e * = significativos em 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
Pi_Abs = indice de desempenho baseado na absorcao, F, = fluorescéncia minima, F./Fn, = eficiéncia quantica maxima do PSII, Phi_Po = rendimento
guantico maximo da fotoquimica priméria, e ABS/RC = energia de absor¢cdo média por centro de reacao.
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