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RESUMO

GOMES, Leticia Peixoto; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; julho 2026; ASPECTOS MORFOFISIOLOGICOS DA INTERACAO
ISOLADA E CONSORCIADA DE Enterobacter sp. S3103 E Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1 NA PROMOCAO DA EFICIENCIA DO USO DE NITROGENIO EM
MILHO-PIPOCA,; Orientador: Antdnio Teixeira do Amaral Junior; Coorientador:
Talles de Oliveira Santos. Conselheiros: Aline Chaves Intorne e Marcelo Vivas.

O aumento da demanda por alimentos e a necessidade de reduzir os impactos
econdmicos e ambientais do uso de fertilizantes quimicos tém suscitado a busca
por sistemas produtivos mais sustentaveis, especialmente no uso de fertilizantes
nitrogenados, cuja aplicagdo excessiva representa um dos principais desafios da
producdo agricola. Nesse contexto, urge o desenvolvimento de estratégias
integradas que associem o uso de estruturas genéticas contrastantes ao emprego
de microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCVs), para aumentar a
eficiéncia de uso do nitrogénio (NUE). Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos morfofisioldgicos da inoculagéo isolada e consorciada da
bactéria Enterobacter sp. S3103 e do fungo Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1,
em milho-pipoca, utilizando linhagens contrastantes para NUE (P2, eficiente e
responsiva ao uso do N; e L80, ineficiente e ndo responsiva ao N) e seu hibrido
(P2xL80). O experimento foi realizado em casa de vegetagdo, com quatro
tratamentos (inoculagdo com Enterobacter sp. S3103, inoculagdo com P. aff.
lilacinum FSC-1, inoculagdo com o consércio dos dois microrganismos e auséncia

de inoculacao), até o estadio V5. As plantas foram cultivadas em vasos de 2,3 L

Xiv



contendo areia e irrigadas com solugéo nutritiva de Hoagland e Arnon modificada,
contendo apenas 10% da concentragdo de nitrato (22,4 mg NOsL™'). Foram
avaliadas caracteristicas fisiologicas relacionadas as trocas gasosas foliares (taxa
fotossintética liquida (A), conduténcia estomatica (gs), transpiragdo (E) e
concentragdo intercelular de COz2 (Cj)); caracteristicas morfolégicas associadas ao
crescimento vegetal (altura de plantas (AP), didametro do colmo (DC) e massas
secas de folhas (MSF), de colmos (MSC), da parte aérea (MSPA) e de raizes
(MSR), e massa seca total (MST)); o conteudo de N nos tecidos vegetais (folha,
colmo, parte aérea, raiz e planta inteira) e as eficiéncias de uso do N
fundamentadas pela particdo de seus componentes de absor¢ao (NUpE), utilizagao
(NUtE) e translocagao (NTrE). Os dados foram submetidos a analise de variancia
conjunta e aos testes de Dunnett e de Tukey (p < 0,05). Para cada caracteristica,
foram estimadas a heterose e a heterobeltiose relativas, cuja significancia foi
verificada pelo teste t (p < 0,05). Nas trocas gasosas foliares, a inoculagdo com
bactéria e fungo promoveu incrementos na A (+18,7% e +20,2%), gs (+24,5% e
+22,4%) e E (+19,5% e +20,6%), sem alterar C;; o consorcio elevou apenas E
(+13,5%). Contudo, esse estimulo fotossintético ndo se traduziu em acumulo de
biomassa. No hibrido, todos os tratamentos reduziram a MSR (-42,1% a -63,2%) e
a MST (-33,4% a -43,5%); em P2, a bactéria reduziu todas as biomassas (-12,8%
a -38%), ao passo que o consorcio as aumentou (+13,7% a +23,7%); em L80, o
consoércio elevou a MSR (+31,3%) e a MST (+13,9%). Quanto a AP, em P2, fungo
e consorcio proporcionaram aumentos de +16,1% e +12,1%, respectivamente. Em
relacdo ao conteudo e as eficiéncias de uso do N, no hibrido, fungo e consorcio
reduziram o N raiz (-52,6% e -39,4%), o N planta (-32,3% e -20%) e a NUpE (-
32,3% e -20%), com elevacdo da NTrE (+43,5% e +35,6%). A bactéria, por sua vez,
aumentou o N folha (+34,2%), o N colmo (+71,5%), o N parte aérea (+45,2%) e a
NTrE (+59,8%), reduzindo o N raiz (-46,4%) e a NUtE (-25,4%). Nesse genotipo, o
consorcio também reduziu a NULE (-21,2%) e a NUE (-13,5%). Em P2, o consércio
elevou o N em todos os compartimentos (+43,3% a +109,3%), a NUpE (+56,9%) e
a NUE (+13,7%), com redugao da NUtE (-29%); a bactéria reduziu a NUE (-15,8%)
e a NULE (-18,9%) e aumentou a NTrE (+22,2%); a inoculagao fungica aumentou o
N colmo (+106,1%), o N parte aérea (+32,9%), o N planta (+33,4%) e a NUpE
(+33,4%), reduzindo a NUtE (-17,2%). Em L80, todos os tratamentos reduziram a

NUtE (-20,4% a -27,6%); fungo e consorcio elevaram o N colmo (+113,2% e
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+103,7%) e o N parte aérea (+33,4% e +38,3%), e o consorcio também aumentou
o N planta (+27,5%) e a NUpE (+27,5%). A heterose variou amplamente entre
caracteres e condigdes microbianas, com transgressdes positivas (MSR, MST, N
raiz, N planta e NUpE no controle e sob bactéria) e negativas (NTrE sob controle,
trocas gasosas sob bactéria, N Folha e N parte aérea sob fungo e consércio). Esses
padrdes indicam forte expressao de efeitos genéticos nao aditivos, possivelmente
condicionados pelo ambiente microbiano, sugerindo "pistas de epistasia". Contudo,
a distincdo entre dominancia, sobredominancia e epistasia exige delineamentos
genéticos adicionais, ndo podendo ser estabelecida apenas pelas médias dos
parentais e do F1. Conclui-se que a inoculagédo microbiana, especialmente em
consorcio, apresenta potencial para incrementar a NUE em gendtipos eficientes de
milho-pipoca, sendo sua recomendagéao condicionada a base genética do material.
Estudos futuros, com avaliagdes em estadios mais avangados e maior periodo de
convivéncia planta-microrganismo, sao necessarios para consolidar o uso desses
microrganismos como ferramenta de manejo sustentavel da adubagéo nitrogenada

e para orientar sua incorporagao em programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel; fixacdo biolégica de nitrogénio;

microrganismos promotores do crescimento vegetal; Zea mays var. everta.
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ABSTRACT

GOMES, Leticia Peixoto; M.Sc.; State University of the North Fluminense Darcy
Ribeiro; July 2026; MORPHOPHYSIOLOGICAL ASPECTS OF THE ISOLATED
AND CONSORTIUM INTERACTION OF Enterobacter sp. S3103 AND
Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1 IN PROMOTING NITROGEN USE
EFFICIENCY IN POPCORN; Advisor: Antdbnio Teixeira do Amaral Junior; Co-
advisor: Talles de Oliveira Santos. Committee: Aline Chaves Intorne and Marcelo
Vivas.

The rising demand for food and the need to reduce the economic and environmental
impacts of chemical fertilizer use have driven the search for more sustainable
production systems, particularly regarding nitrogen fertilizers, whose excessive
application represents one of the main challenges of agricultural production. In this
context, there is an urgent need to develop integrated strategies that combine the
use of contrasting genetic structures with the application of plant growth-promoting
microorganisms (PGPMs) to increase nitrogen use efficiency (NUE). Thus, the
present study aimed to evaluate the morphophysiological effects of single and co-
inoculation with the bacterium Enterobacter sp. S3103 and the fungus
Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1 on popcorn, using inbred lines contrasting for
NUE (P2, efficient and responsive to N use; and L80, inefficient and non-responsive
to N) and their hybrid (P2xL80). The experiment was carried out in a greenhouse
with four treatments (inoculation with Enterobacter sp. S3103, inoculation with P.
aff. lilacinum FSC-1, co-inoculation with both microorganisms, and no inoculation)

until the V5 stage. Plants were grown in 2.3 dm? pots containing sand and irrigated
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with a modified Hoagland and Arnon nutrient solution containing only 10% of the
nitrate concentration (22.4 mg NOs L"). Physiological traits related to leaf gas
exchange were evaluated (net photosynthetic rate (A), stomatal conductance (gs),
transpiration rate (E), and intercellular CO2 concentration (C;)); morphological traits
associated with plant growth (plant height (AP), stem diameter (DC), and leaf (MSF),
stem (MSC), shoot (MSPA), root (MSR), and total (MST) dry masses); the N content
in plant tissues (leaf, stem, shoot, root, and whole plant); and nitrogen use
efficiencies based on the partitioning of its uptake (NUpE), utilization (NUtE), and
translocation (NTrE) components. Data were subjected to combined analysis of
variance and to Dunnett's and Tukey's tests (p < 0.05). Relative heterosis and
heterobeltiosis were estimated for each trait, and their significance was verified by
the t-test (p < 0.05). Regarding leaf gas exchange, inoculation with the bacterium
and the fungus promoted increases in A (+18.7% and +20.2%), gs (+24.5% and
+22.4%), and E (+19.5% and +20.6%), without altering C;; co-inoculation increased
only E (+13.5%). However, this photosynthetic stimulus did not translate into
biomass accumulation. In the hybrid, all treatments reduced MSR (-42.1% to
-63.2%) and MST (-33.4% to -43.5%); in P2, the bacterium reduced all biomass
components (-12.8% to —38%), whereas co-inoculation increased them (+13.7% to
+23.7%); in L80, co-inoculation increased MSR (+31.3%) and MST (+13.9%). As for
AP, in P2, the fungus and co-inoculation provided increases of +16.1% and +12.1%,
respectively. Regarding N content and nitrogen use efficiencies, in the hybrid, the
fungus and co-inoculation reduced root N (-52.6% and —39.4%), plant N (-32.3%
and -20%), and NUpE (-32.3% and -20%), with increased NTrE (+43.5% and
+35.6%). The bacterium, in turn, increased leaf N (+34.2%), stem N (+71.5%), shoot
N (+45.2%), and NTrE (+59.8%), while reducing root N (-46.4%) and NUE
(—25.4%). In this genotype, co-inoculation also reduced NUtE (-21.2%) and NUE
(-13.5%). In P2, co-inoculation increased N in all compartments (+43.3% to
+109.3%), NUpE (+56.9%), and NUE (+13.7%), with reduced NUtE (-29%); the
bacterium reduced NUE (-15.8%) and NUtE (-18.9%) and increased NTrE
(+22.2%); fungal inoculation increased stem N (+106.1%), shoot N (+32.9%), plant
N (+33.4%), and NUpE (+33.4%), while reducing NUtE (-17.2%). In L80, all
treatments reduced NUtE (-20.4% to -27.6%); the fungus and co-inoculation
increased stem N (+113.2% and +103.7%) and shoot N (+33.4% and +38.3%), and

co-inoculation also increased plant N (+27.5%) and NUpE (+27.5%). Heterosis
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varied widely among traits and microbial conditions, with positive transgressions
(MSR, MST, root N, plant N, and NUpE under control and under the bacterium) and
negative ones (NTrE under control; gas exchange under the bacterium; leaf N and
shoot N under the fungus and co-inoculation). These patterns indicate strong
expression of non-additive genetic effects, possibly conditioned by the microbial
environment, suggesting "clues of epistasis." However, distinguishing between
dominance, overdominance, and epistasis requires additional genetic designs and
cannot be established from the parental and F1 means alone. It is concluded that
microbial inoculation, especially in co-inoculation, has the potential to increase NUE
in efficient popcorn genotypes, with its recommendation being conditioned on the
genetic background of the material. Future studies, with evaluations at more
advanced stages and longer plant—microorganism coexistence periods, are needed
to consolidate the use of these microorganisms as a tool for the sustainable
management of nitrogen fertilization and to guide their incorporation into plant

breeding programs.

Keywords: Sustainable agriculture; biological nitrogen fixation; plant growth-

promoting microorganisms; Zea mays var. everta.
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1. INTRODUCAO

A agricultura moderna enfrenta o desafio de suprir a crescente demanda
global por alimentos, conciliando o aumento da produtividade com a
sustentabilidade dos sistemas produtivos (Ghosh et al., 2024). Nesse contexto, o
nitrogénio (N) destaca-se como um dos nutrientes requeridos em maior quantidade
pelas culturas agricolas, exercendo influéncia direta sobre o crescimento e a
produtividade vegetal (Franco e Ddbereiner, 1994 ), incluindo o milho (Govindasamy
et al., 2023; Li et al., 2025). Entretanto, o uso intensivo de fertilizantes nitrogenados
sintéticos constitui um dos principais entraves a sustentabilidade da agricultura, n&o
apenas por representar parcela expressiva dos custos de producédo, mas também
por contribuir para a emissédo de gases de efeito estufa (GEE) (Walne et al., 2025),
a contaminagao de corpos hidricos e a acidificagdo do solo (Liu-Xu et al., 2024).
Diante desse cenario, torna-se essencial desenvolver estratégias que promovam
maior eficiéncia de uso do N (NUE) e reduzam a dependéncia de fertilizantes
sintéticos, conciliando elevados niveis de produtividade com a conservacao
ambiental (Chandel et al., 2024). Estima-se que apenas cerca de 50% do N
aplicado seja efetivamente absorvido pelas plantas (Cassim et al., 2024), enquanto
o restante é perdido por lixiviacdo, volatilizacdo ou desnitrificacdo. Em paises
tropicais, como o Brasil, essa situagdo é ainda mais critica, dado o predominio de
solos de baixa fertilidade natural, que exigem maiores doses de adubagao para
manutenc¢ao da produtividade (Novais et al.,, 2007; Lopes e Guilherme, 2016;

Sanchez, 2019). Nessa perspectiva, o Brasil esta entre os maiores consumidores



mundiais de fertilizantes nitrogenados para sustentar sua produgao agricola (Heffer
et al., 2017; ANDA, 2024).

Desde 1960, o uso global de insumos nitrogenados aumentou
aproximadamente dez vezes, passando de 11 milhdes de toneladas para 113
milhdes de toneladas em 2020 (FAO, 2023). Brasil, China e Estados Unidos da
América (EUA) figuram entre os maiores mercados consumidores de fertilizantes
do mundo, em fungao de seus sistemas agricolas, particularmente das culturas de
graos, como o milho (Ludemann et al., 2022; IFA, 2024). Estima-se que 80-85%
dos fertilizantes consumidos no pais sejam importados, reforgcando a necessidade
de estratégias que aumentem a NUE e reduzam a dependéncia externa (IFA, 2024;
MAPA, 2024; Global Fert, 2025).

Em milho comum, o desenvolvimento de hibridos com alta NUE tem sido
uma das principais estratégias de melhoramento genético para aumentar a
produtividade sob condi¢des de menor disponibilidade de N, permitindo maior
estabilidade de producgao, redugéo de custos e mitigacado dos impactos ambientais
associados a fertilizagado nitrogenada (Souza et al., 2008; Mueller et al., 2019; Wang
et al., 2022; Li et al., 2025). Embora raros, trabalhos com a cultura do milho-pipoca
também ja demonstraram que o melhoramento genético visando a exploragao da
heterose representa uma via eficiente para incrementar a produtividade e o
aproveitamento do N (Santos et al., 2019; Santos et al., 2023a). Nesse sentido, o
programa de melhoramento do milho-pipoca para NUE conduzido pela
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) ja desenvolveu
trés cultivares eficientes no uso do N — UENF NO1, NO2 e NO3 — as primeiras do
Brasil a serem registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) para baixa disponibilidade de N no solo, resultado de uma linha de
pesquisa que tem permitido avangos significativos na geracao de tecnologia, com
potencial para uma produgao mais sustentavel e eficiente (Amaral Junior et al.,
2023).

A exploracao da heterose teve por base estudos pioneiros de Shull (1908)
e Jones (1918), sendo posteriormente consolidada com o desenvolvimento dos
primeiros hibridos comerciais de milho na década de 1930 (Lamkey e Edwards,
1999; Carena, 2005). Associada a intensificagdo agricola promovida pela

Revolugdo Verde, especialmente com o uso de fertilizantes nitrogenados, essa



estratégia de melhoramento contribuiu para expressivos ganhos de produtividade
global (Evenson e Gollin, 2003; Pingali, 2012; Carena, 2021).

Nos EUA, a exploragdo da heterose resultou em expressivos ganhos de
produtividade, com incrementos acumulados superiores a 100% desde sua
descoberta, envolvendo programas de melhoramento com procedimentos classicos
e uso de marcadores moleculares por selecdo via GWAS para caracteristicas
morfofisioldgicas (Hallauer, 1999; Lamkey e Edwards, 1999; Troyer, 1999; Carena,
2005; Springer e Stupar, 2007; Hallauer et al., 2010; Hallauer e Carena, 2012;
Technow et al.,, 2012; Duvick, 2005; Bernardo, 2021; Labroo et al., 2021;
Diepenbrock et al., 2022; Jiang et al., 2023; Wang et al., 2023; Liu et al., 2024; Yuan
et al., 2026). No Brasil, o aproveitamento da heterose foi fortalecido por estudos
que demonstraram a importancia da capacidade combinatéria e de cruzamentos
intervarietais no desempenho de hibridos de milho tropical (Paterniani e Lonnquist,
1963; Barriga e Vencovsky, 1973; Paterniani, 1978; Valois e Vencovsky, 1983; Cruz
et al., 1984; Eleutério et al., 1988; Cruz e Vencovsky, 1989; Gama et al., 1993;
Souza Junior et al., 1993; Santos et al., 1994; Pinto et al., 2001; Rodrigues e
Chaves, 2002; Pereira et al., 2006; Tardin et al., 2007; Cruz et al., 2014; Paini et
al., 2015; Silva et al., 2020).

Embora os avangos obtidos ao longo das ultimas décadas tenham sido
substanciais, em particular em Zea mays, observa-se que os ganhos genéticos
associados a exploracdo da heterose ainda podem ser ampliados frente ao
potencial genético da espécie. Parte desse cenario pode estar relacionada as
condigbes predominantes em que muitos programas de melhoramento foram
implementados, frequentemente sob ambientes controlados e com alta
disponibilidade de nutrientes, especialmente N. Esse contexto favoreceu a selecao
de gendtipos altamente responsivos a adubacgao nitrogenada, enquanto outros
componentes da adaptacéao, incluindo as intera¢des planta-solo-microrganismos,
passaram a receber maior atengcdo apenas em abordagens mais recentes (Luo et
al., 2025).

Diante desse cenario, cresce o interesse por estratégias capazes de
aumentar a NUE sem comprometer a produtividade agricola e a qualidade do
ambiente. Destaca-se o0 uso de microrganismos promotores do crescimento vegetal
(MPCVs) (Pandey e Saharan, 2025), especialmente os diazotréficos, que s&o

capazes de fixar o N atmosférico (N2). Esses MPCVs estabelecem interagdes



benéficas com as plantas, promovendo n&o apenas o suprimento biolégico de N,
mas também o crescimento vegetal por meio da produgcdo de fitormdnios,
solubilizagdo de nutrientes e indugdo de mecanismos de defesa contra estresses
ambientais (Marin et al., 1999; Bottomley e Myrold, 2015).

Entre os MPCVs, estdo incluidos tanto bactérias quanto fungos, capazes
de promover o crescimento vegetal por diferentes mecanismos. Entre as bactérias,
as espécies pertencentes aos géneros Azospirillum, Rhizobium e Herbaspirillum
estdo entre os microrganismos mais estudados e explorados comercialmente no
Brasil (Hungria et al., 2010; Canellas et al., 2013; Hungria et al., 2018; Matteoli et
al., 2020; Barbosa et al., 2022; Oliveira e Santos, 2023; Vermelho et al., 2026). Ja
entre os fungos, destacam-se os filamentosos dos géneros Trichoderma e
Penicillium, amplamente estudados em razdo da sua capacidade de colonizar e
interagir com as raizes das plantas por meio de multiplos mecanismos, tais como
melhoria na absor¢cdo de nutrientes, na sintese de fitorménios, na indugao de
resisténcia sistémica e no aumento da tolerancia a estresse abiético (Bononi et al.,
2020; Oliveira e Santos, 2023; Vermelho et al., 2026).

Embora o Brasil seja reconhecido como um pais megadiverso e detentor
de elevada biodiversidade em seus diferentes biomas, esses ambientes também
abrigam uma expressiva diversidade microbiana ainda insuficientemente
caracterizada, em especial no que se refere as suas fungdes ecologicas e
potenciais aplicagdes na agricultura (Andreote et al., 2014; Pylro et al., 2014; Tacca
et al., 2026). Apesar dos avangos proporcionados pelas técnicas modernas de
sequenciamento de nova geracdo e pelas abordagens metagenémicas, que
ampliaram a capacidade de caracterizacao da diversidade microbiana e de seus
potenciais mecanismos funcionais, grande parte da microbiota associada aos solos
brasileiros permanece pouco explorada, representando uma importante lacuna
cientifica e tecnoldgica (Pylro et al., 2014; Souza et al., 2016; Tacca et al., 2026).
Por consequéncia, aprofundar o conhecimento sobre essa biodiversidade constitui
uma oportunidade estratégica para o desenvolvimento de solugbes inovadoras
voltadas a sustentabilidade dos sistemas agricolas, incluindo o uso de MPCVs e de
bactérias diazotroficas associadas ao milho, capazes de atuar direta ou
indiretamente na FBN e na melhoria da eficiéncia de uso do nutriente, conforme

demonstrado em estudos classicos e recentes sobre interagcdes planta-



microrganismo em gramineas (Von Bllow e Ddbereiner, 1975; James e Olivares,
1998; Baldani e Baldani, 2005; Fukami et al., 2017; Hungria et al., 2022).

Por conseguinte, a caracterizagdo de microrganismos nativos,
especialmente aqueles adaptados as condigdes tropicais brasileiras, sobretudo em
condigdes limitantes de N, pode ampliar o portfélio de bioinsumos disponiveis para
a agricultura. Contudo, para que essas novas cepas possam ser incorporadas ao
manejo agricola, é fundamental compreender seus efeitos sobre o crescimento e a
fisiologia das plantas.

Nessa perspectiva, estudos tém demonstrado que bactérias do género
Enterobacter e fungos do género Purpureocillium podem atuar como agentes
promotores de crescimento vegetal, influenciando positivamente caracteres
morfofisiolégicos como altura de planta, biomassa, area foliar e teor de clorofila em
diferentes culturas agricolas, incluindo milho, cana-de-agucar, soja, sorgo, milheto
e hortalicas, além de desempenharem papel relevante na mitigacao de estresses
abidticos como salinidade, seca e toxicidade por metais (Lin et al., 2012; Fukami et
al., 2017; Baron et al., 2020; Ikeda et al., 2020; Moreno-Salazar et al., 2020; Ortega
et al., 2020; Singh et al., 2021; Silva, 2023; Rigobelo et al., 2024b; He et al., 2025;
Kimotho, 2025; Villanueva-Gaete et al., 2025; Pathak et al., 2026; Wang e Xu, 2026;
Wen et al., 2026).

Diante das circunstancias apresentadas, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a resposta morfofisiologica de gendtipos de milho-pipoca
submetidos a inoculagao isolada e consorciada de Enterobacter sp. S3103 e
Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1, em condi¢cdes de baixa disponibilidade de N.
Especificamente, buscou-se investigar os efeitos nas caracteristicas
morfofisioldgicas de gendtipos de milho-pipoca contrastantes para NUE e estimar
o0 impacto da inoculagdo sobre a expressao da heterose, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias de melhoramento e biotecnoldgicas sustentaveis

no cultivo dessa cultura de alta relevancia econdmica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta morfofisiolégica de gendtipos de milho-pipoca
contrastantes para a eficiéncia de uso do nitrogénio (NUE), submetidos a
inoculagao isolada e consorciada de Enterobacter sp. S3103 e Purpureocillium aff.

lilacinum FSC-1, em condi¢des de baixa disponibilidade de N.

2.2 Objetivos Especificos

A) Caracterizar as respostas de trocas gasosas foliares e de crescimento
de linhagens de milho-pipoca contrastantes para NUE e de seu hibrido F1, sob
inoculagao isolada e consorciada de Enterobacter sp. S3103 e Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1, em condicdes de baixa disponibilidade de N;

B) Avaliar o acumulo e a particdo de biomassa e de nitrogénio entre raiz e
parte aérea, bem como os componentes da eficiéncia de uso do nitrogénio (NUpE,
NULE e NTrE) de gendétipos de milho-pipoca contrastantes para NUE, advindos da
interacao entre plantas e microrganismos; e

C) Estimar o impacto da inoculagdo microbiana sobre a expressdo da

heterose e da heterobeltiose nas caracteristicas avaliadas.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos gerais e importancia econémica da cultura do milho-pipoca

O milho-pipoca, conhecido cientificamente como Zea mays L. var. everta
(Sturtev) L. H. Bailey, pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo
Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L., assim como o milho comum (Galinat,
1979; Paterniani e Campos, 2005). Trata-se de uma espécie diploide (2n = 20), de
crescimento herbaceo, monoica, com reproducdo predominantemente por
polinizacao cruzada e ciclo anual (Vilarinho et al., 2002).

A origem genética do milho-pipoca e do milho comum tem suscitado varias
teorias, sendo a mais amplamente aceita a de que o teosinto é o ancestral do milho
moderno, incluindo o milho-pipoca (Bennetzen et al., 2001). Evidéncias genéticas
e citolégicas fundamentam essa relagao, incluindo o mesmo numero e homologia
de cromossomos e a fertilidade dos hibridos resultantes de cruzamentos entre
milho e uma variedade de teosinto (Silva et al., 2015). Embora alguns autores
sugiram que o milho-pipoca tenha se originado do milho comum do tipo flint, dada
sua capacidade de estourar (Kantety et al., 1995), outros defendem que essa
suposicao é improvavel, pois o exemplar mais antigo de milho encontrado é o milho-
pipoca (Takahashi et al., 1999; Fu et al., 2010). Apoio a essa postulagdo adveio da
identificacdo de utensilios de barro encontrados junto a sementes de milho-pipoca
em tumbas pré-histdricas, supostamente usados para fazer pipoca, denotando que
o milho-pipoca pode ser a forma mais ancestral (Koo e Jiang, 2008).



Embora compartilhe semelhangas com o milho comum, o milho-pipoca tem
caracteristicas distintas. As plantas tendem a ser menos vigorosas, com porte
menor, colmos mais cilindricos, compactos e finos € menor numero de folhas,
sendo prolificas e com penddes maiores (Ziegler e Ashman, 1994; Ziegler, 2001).
Apresentam sistema radicular fasciculado e superficial, 0 que as torna menos
tolerantes a seca (Goodman e Smith, 1987), sendo mais propensas ao
acamamento, a pragas, a doengas, a quebra de colmos e a podridao de gréos,
exigindo cuidado especial na colheita e na secagem para evitar danos ao pericarpo
e ao endosperma (Sawazaki, 2001).

Os graos de milho-pipoca variam em tamanho (de 0,5 a 1,0 cm), forma
(redondos, chatos ou pontiagudos) e cor (do branco ao roxo e preto, passando por
creme, amarelo, laranja e vermelho), sendo as cores mais comuns a branca e a
amarela (Zinsly e Machado, 1978). Os graos mais aceitos comercialmente séo os
de formato redondo, tipo pérola, com endosperma de cor alaranjada (Ziegler e
Ashman, 1994).

Contudo, a caracteristica que realmente distingue o milho-pipoca do milho
comum ¢é a capacidade de expansao (CE) do grao (Brunson, 1937; Hallauer e
Carena, 2009). Quando aquecido a cerca de 180 °C, a umidade interna do grao
gera pressao sobre o pericarpo até que ele estoure, podendo aumentar o volume
inicial em mais de 40 vezes (Zinsly e Machado, 1978; Sawazaki, 2001; Paes, 2006).
Essa capacidade € determinada pela razdo entre o volume da pipoca apds a
expansao e o volume ou peso inicial dos graos (Matta e Viana, 2001; Miranda et
al., 2003) e ¢ atribuida a caracteristicas como graos mais duros que os do milho
comum, pericarpo rigido e espagamento entre os granulos de amido (Machado e
Bermudez, 2020). A qualidade do milho-pipoca € tanto maior quanto maior a CE,
pois isso esta diretamente relacionado a maciez da pipoca e, consequentemente,
ao valor de mercado do produto (Nobre et al., 2000). Entre os fatores que
influenciam essa propriedade, destacam-se a quantidade e a distribuicdo do amido
farindceo no endosperma, o tamanho e o formato dos graos, o tamanho da ponta
do gréo e do germe (Fantin et al., 1991; Sawazaki, 1995; Sawazaki, 2001), além da
temperatura e do método de secagem, da presenca de danos mecanicos no
pericarpo e no endosperma, do teor de umidade inicial na colheita e final apés a
secagem, da massa especifica e da idade fisioldgica dos graos (Machado, 1997).

A umidade dos graos desempenha papel fundamental na expansao, estando os



niveis mais adequados para alcangar a maxima CE entre 10,2% e 13,4% (Krug et
al., 1996), havendo quem mencione uma faixa ideal de 10% a 15%, variavel
conforme a cultivar utilizada (Guimarées et al., 2025).

Além de ser um alimento bastante apreciado, a pipoca é rica em fibras,
favorecendo a saude intestinal e a prevencao de doengas. Quando preparada sem
gordura, tem baixo valor caldrico e fornece minerais importantes, incluindo cobre,
manganés e fésforo. Apesar da deficiéncia em aminoacidos essenciais como lisina
e triptofano, pode contribuir para a dieta quando consumida de forma equilibrada
(Eiz, 2022).

Economicamente, o cenario do milho-pipoca no Brasil revela uma trajetoéria
de crescimento expressivo. Em 2018, a producdo nacional atingiu
aproximadamente 260 mil toneladas, com consumo interno de 220 mil toneladas e
movimento financeiro de US$ 628 milhdes. O Sudeste foi a maior regido
consumidora (56%), seguida pelas regides Sul (16%), Nordeste (13%), Centro-
Oeste (9%) e Norte (5%) (Editora Gazeta, 2020). Em 2023, a produgéo saltou para
300 mil toneladas — mais que o dobro dos ultimos 20 anos —, com area plantada de
60 mil hectares e produtividades médias de 70 a 100 sacas por hectare (contra 50
sacas/ha ha duas décadas), posicionando o Brasil como segundo maior exportador
mundial, atras apenas dos EUA, que produziram 375 mil toneladas no periodo
(Silva, 2023). A producdo nacional é fortemente concentrada em Mato Grosso,
especialmente no municipio de Campo Novo do Parecis, com participagdo menor
do Rio Grande do Sul e do Parana (Silva, 2023). Em nivel mundial, o mercado
global movimentou cerca de 3,8 bilhdes de dolares em 2021, com estimativa de
crescimento para 5,5 bilhdes de délares em 2025 (Kaur et al., 2021), impulsionado
pela demanda por alimentos processados e pela consolidacdo da pipoca como
opgao de lanche, associada a habitos alimentares saudaveis (Guimaraes et al.,
2025).

O cultivo do milho-pipoca oferece diversas vantagens por permitir a
mecanizagao completa da area, poder ser armazenado por longos periodos com
custos reduzidos e apresentar valor comercial consideravel (Brugnera et al., 2003).
Por se tratar de um milho especial, ndo é comercializado como commodity,
alcangando valor agregado que pode ser até trés vezes maior que o valor do milho
comum (Paterniani et al., 2020). Em junho de 2026, a saca de 25 kg de milho-pipoca

foi cotada em R$ 162,00 na Ceasa/MG, enquanto a saca de 15 kg de milho verde
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foi cotada em R$ 40,00 (CEASAMINAS, 2026). O interesse pelo cultivo aumentou
significativamente apdés 2010 em razdo da demanda de agricultores e industrias
agropecuarias por culturas mais lucrativas para o plantio da segunda safra
(Bertolucci, 2022).

Embora a produgao seja lucrativa, a maior parte das sementes usadas no
Brasil é importada, principalmente dos EUA e da Argentina (Oliveira, 2021). As
cerealistas fornecem sementes hibridas importadas e assisténcia técnica aos
produtores, firmando contratos de compra garantida com prego pré-estabelecido
para toda a colheita, 0 que reduz os riscos de mercado para o agricultor (Silva,
2023). Segundo os produtores, isso ocorre principalmente em virtude da
superioridade em qualidade e produtividade dos gréos importados em relagao as
sementes nacionais (Silva, 2023), o que motiva a geragao de cultivares adaptadas
as condi¢des brasileiras, por exemplo, com alta NUE. Nesse contexto,
compreender os desafios e impactos do uso do N na agricultura é fundamental para

orientar o desenvolvimento desses materiais.

3.2 Desafios e impactos do uso do N na agricultura

O N é o quarto elemento mais abundante nas plantas, sendo superado
apenas pelo carbono, oxigénio e hidrogénio. E um nutriente limitante critico para o
crescimento e desenvolvimento vegetal, cujos teores podem variar de 1,5% a 2%
da matéria seca da planta, correspondentes a até 16% da matéria seca em
proteinas, conforme a espécie (Scheible et al.,, 2004; Taiz et al., 2022). Ele é
constituinte essencial de enzimas que catalisam reacdes bioquimicas e atuam na
sintese proteica, bem como de nucleotideos que constituem os acidos nucleicos
como o DNA e o RNA. Além disso, integra a estrutura dos fitormdnios que regulam
processos de crescimento e resposta a estimulos ambientais. O N também faz
parte das moléculas de clorofila, o pigmento mais importante necessario para a
fotossintese, processo fundamental para a producédo de energia (Wagner, 2011;
Taiz et al., 2022).

O N esta presente na biosfera em diversas formas e em grande quantidade,
representando cerca de 78% do seu volume na forma de N molecular (N2). No
entanto, essa reserva atmosférica ndo pode ser utilizada diretamente pela maioria
dos organismos. Para que se torne acessivel, € necessario que haja a quebra da

ligagao tripla covalente altamente estavel entre os atomos de N, transformando-o
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em amonia (NHs) ou nitrato (NOs"). Esse processo ocorre tanto por meios naturais
(FBN) quanto por métodos industriais (Taiz et al., 2024).

A fertilizacdo com N inorganico tende a aumentar significativamente a
produtividade na maioria dos ecossistemas naturais e agricolas, evidenciando a
relevancia do nutriente e a disponibilidade limitada no ambiente. Na agricultura, a
FBN desempenha papel fundamental, tendo em vista que os fertilizantes
nitrogenados de origem industrial envolvem custos financeiros e impactos
ambientais, além de nem sempre estarem ao alcance de agricultores com menos
recursos (Taiz et al., 2024).

Na segunda metade do século XX, o aumento da produtividade das culturas
de cereais exigiu uma elevagao significativa na produgao e no uso de fertilizantes
sintéticos a base de N. Embora esse nutriente seja essencial para o crescimento
das plantas, cerca de metade do N aplicado acaba sendo desperdigado, liberado
no ambiente como poluente atmosférico ou aquatico (Zhang et al., 2015). Os
fertilizantes nitrogenados representam uma das principais fontes de emissao de
GEE associados a atividade agricola (Hungria et al., 2022). Segundo a FAO (2020),
o consumo desses fertilizantes no Brasil cresceu mais de 200% entre 2000 e 2018,
representando 4,7% da demanda global de adubos nitrogenados. Em escala global,
de acordo com a FAO (2023), desde 1960 a aplicagao de fertilizantes nitrogenados
aumentou aproximadamente 10 vezes (de 11 milhdes de toneladas em 1961 para
113 milhdes de toneladas em 2020), com uma estimativa de crescimento entre 40
e 60% nos proximos 40 anos. E, segundo dados da Avaliagdo do Uso de
Fertilizantes por Cultura em Nivel Global (Ludemann et al., 2022), nos ultimos anos,
Brasil, China e EUA — maiores produtores globais de milho — utilizaram cerca de
38% de todo fertilizante nitrogenado consumido mundialmente, sendo a produgéo
de milho a maior responsavel pelo consumo desse insumo na agricultura (Risi et
al., 2024).

Além das questbes ambientais, o elevado custo dos fertilizantes
nitrogenados é um desafio crescente para a agricultura. Inobstante o uso
indiscriminado, a instabilidade geopolitica global impacta diretamente a oferta
desses insumos. O Brasil € o maior importador de fertilizante do mundo, suprindo
suas demandas com a importacdo de cerca de 85% desses insumos,
principalmente oriundo da Russia que tem participagao de 23% nas importacdes de

fertilizantes no Brasil. Com as sang¢des econdmicas impostas pelo recente conflito
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geopolitico, o Brasil se viu obrigado a buscar novos parceiros comerciais para
importacdo da sua demanda de fertilizantes (Global Fert, 2025). Como o Brasil
produz uma quantidade muito reduzida de fertilizantes nitrogenados, essa
vulnerabilidade no suprimento global torna o N um insumo cada vez mais caro. Isso
reforca a necessidade de estratégias inovadoras para aumentar a NUE das
culturas, garantindo a seguranga alimentar e a sustentabilidade da producéao
agricola no pais.

A NUE em milho constitui uma das principais linhas de pesquisa em
genética e melhoramento, manejo e fisiologia vegetal em escala mundial, sendo
amplamente investigada em programas consolidados nos EUA, Francga, Reino
Unido e China, sobretudo, com destaque para contribuicbes de Schepers et al.
(1992), Cassman et al. (2002), Moose e Below (2009), Ciampitti e Vyn (2013),
Haegele et al. (2013), Simons et al. (2014), Mueller et al. (2019), Ciampitti e Lemaire
(2022), Liu et al. (2024), Wang et al. (2025) e Zhang et al. (2026). Esses estudos
evidenciam que a NUE em milho resulta da integracao de processos fisiolégicos e
genéticos relacionados a absorgdo, assimilagdo, remobilizacéo e utilizagdo do N,
fortemente influenciados por interagdes gendtipo x ambiente e praticas de manejo.

No Brasil, pesquisas relevantes tém sido conduzidas principalmente por
instituicbes como a Embrapa Milho e Sorgo e a Universidade Federal de Vigosa
(UFV), envolvendo abordagens de melhoramento genético e fisiologia do milho sob
diferentes niveis de disponibilidade de N (Souza et al., 2008; Magalhaes et al.,
2009; Torres et al., 2018; Netto et al., 2020; Mergener et al., 2021), incluindo a
avaliacado da eficiéncia de gendtipos, a resposta a doses de N e estratégias de
manejo da adubagéo nitrogenada em sistemas tropicais.

Em contraste, os estudos voltados especificamente ao milho-pipoca (Zea
mays var. everta) permanecem nao contemplados em nivel mundial, estando
concentrados, em sua maior parte, no Programa de Melhoramento de Milho-Pipoca
da UENF. A esse respeito, a UENF tem uma linha de pesquisa dedicada a esse
tema, que tem como objetivo selecionar linhagens N-eficientes para a realizagao
de cruzamentos visando ao conhecimento dos efeitos génicos de caracteristicas
morfofisiolégicas, bem como para a obtencdo de hibridos superiores, além de
investigacdo dos mecanismos da expressao genética de metabdlitos subjacentes a
expressao da NUE (Santos et al., 2017; Santos et al., 2019; Khan et al., 2020;

Santos et al., 2020; Kurosawa et al., 2021; Khan et al., 2022; Amaral Junior et al.,
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2023; Santos et al., 2023a; Santos et al., 2023b; Souza et al., 2023), incluindo
colaboracao cientifica com pesquisadora da Universidade de Nebraska (EUA)
(Santos et al., 2025), sobretudo envolvendo pesquisa relacionada a metabolémica
da NUE. Trata-se, portanto, de uma area de investigagdo promissora, com grande
potencial, mas que ainda esta em desenvolvimento. Melhorar a capacidade das
plantas em absorver esse nutriente continua sendo uma prioridade, tendo em vista
que a eficiéncia no seu aproveitamento € essencial para reduzir custos, aumentar
a produtividade e, ao mesmo tempo, minimizar os impactos ambientais associados

ao uso de fertilizantes nitrogenados.

3.3 Melhoramento genético para o aumento da NUE em milho-pipoca

3.3.1 Histérico do melhoramento institucional de milho-pipoca: prospec¢ao
de linhagens e hibridos com distintos niveis de NUE
A diversidade genética constitui a base dos programas de melhoramento
genético, levando em consideracdo que o progresso genético depende da
existéncia de variabilidade para os caracteres de interesse. Na auséncia dessa
variabilidade, a resposta a selecao torna-se limitada ou inexistente (Falconer e
Mackay, 1996; Allard, 1999; Hallauer et al., 2010; Cruz et al., 2012). No milho
comum, essa diversidade tem sido amplamente explorada para o desenvolvimento
de cultivares mais produtivas e adaptadas a estresses bidticos e abidticos,
contribuindo para o aumento da produtividade agricola e para a seguranca
alimentar (Tester e Langridge, 2010; Dwivedi et al., 2016; Varshney et al., 2021; Li
et al., 2025). Estudos recentes reforgam que o uso de recursos genéticos amplos,
incluindo /landraces, germoplasma exotico e abordagens gendmicas avancgadas, é
essencial para sustentar ganhos de produtividade em cenarios de mudangas
climaticas e intensificagao agricola (Voss-Fels et al., 2019; Li et al., 2025; Wu et al.,
2026). A formagao de painéis compostos por gendétipos de diferentes origens e
niveis de parentesco constitui uma estratégia importante para ampliar a
variabilidade disponivel, aumentar o poder de detec¢ao de diferengas genéticas
entre linhagens e reduzir os riscos de erosao genética ao longo dos ciclos de
selecdo (Hallauer et al., 2010; Cruz et al., 2012; Fu, 2015; Li et al., 2025).
Nesse contexto, a constituicdo do banco ativo de germoplasma (BAG) de

milho-pipoca da UENF, teve inicio com a obten¢ao da populagdo denominada UnB-
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2U, oriunda de dois ciclos de selegao massal a partir de UnB, realizados em
Campos dos Goytacazes, RJ, no periodo de 1994-1996, pelo Professor Joachim
Friedrich Wilhelm von Bulow, quando da fundacédo da Universidade. Em seguida,
por intermédio de autorizacdo para importacdo do Centro Internacional de
Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT), foram obtidos daquele Centro de
Pesquisa um composto designado Raga Sul-Americana e populagdes oriundas de
paises considerados centros de diversidade genética da espécie, como México,
Colémbia, Venezuela, Paraguai, Uruguai, Argentina e Bolivia. A estes se somaram
os compostos CMS-42 e CMS-43, este ultimo posteriormente designado BRS
Angela por Pacheco et al. (2001), ambos cedidos pela Embrapa Milho e Sorgo, bem
como o hibrido simples IAC-112 (Sawazaki et al., 1998), o hibrido testcross IAC-
125 (Sawazaki et al., 2000) e a populagdo SAM (South American Mushroom),
cedidos pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Da mesma forma, as
populagdes UFV Barao de Vigosa, Beija-Flor e Vigosa-Vigcosa foram cedidas pela
UFV. Adicionalmente, foi adquirido o hibrido triplo Zélia, da entdo Pioneer®, atual
Corteva™ Agriscience. E, decorrente de parceria com o Prof. Carlos Alberto
Scapim, da Universidade Estadual de Maringa (UEM), foram obtidas as popula¢des
SE-013, o hibrido triplo Zaeli (originado da empresa de mesmo nome), bem como
as linhagens: P1, oriunda do hibrido triplo Zélia; P2 e P3, derivadas do composto
CMS-42; P4, proveniente da populacdo SAM; e P5 e P6, obtidas do hibrido Zaeli.
Apo6s os trabalhos pioneiros conduzidos na UENF pelo Prof. Joachim von
Bllow, o Programa de Melhoramento Genético de Milho-Pipoca foi reestruturado
em 1998, com a implementacéo da selecao recorrente intrapopulacional utilizando
a populagdo UnB-2U. Essa estratégia foi fundamentada na predominancia dos
efeitos génicos aditivos para a CE, evidenciada por Lyerly (1942), com base na
comparagao entre as médias de F1s biparentais e as médias dos genitores; por
Dofing et al. (1991), mediante analise de geragdes; por Larish e Brewbaker (1999),
por meio de andlise dialélica, e por Pereira e Amaral Junior (2001), utilizando o
Delineamento | da Carolina do Norte (North Carolina Design 1), proposto por
Comstock e Robinson (1952). Foram, entdo, realizados dez ciclos de selegéo
recorrente intrapopulacional, culminando com o lancamento e registro de
populacdo melhorada, que foi denominada UENF-14, no sexto ciclo de selecao
recorrente, em homenagem aos quatorze anos de trabalho demandados para se

chegar a um material competitivo para langamento (Daros et al., 2002; Daros et al.,
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2004; Santos et al., 2007; Santos et al., 2008; Freitas Junior et al., 2009; Rangel et
al., 2011; Silva et al., 2011; Amaral Junior et al., 2013; Freitas et al., 2014; Ribeiro
et al., 2016; Guimarées et al., 2019; Schwantes et al., 2020).

Nesse interim, estudo conduzido por Coan et al. (2019) demonstrou que a
CE apresenta heranga mista, sendo controlada por um gene principal de efeito
aditivo associado a acédo de poligenes com efeitos aditivos e de dominancia,
evidenciando a natureza quantitativa e complexa desse carater. Essa nova
concepcao da heranga da principal caracteristica de qualidade do milho-pipoca
provocou mudanga de rumo no programa de melhoramento populacional da UENF,
dando inicio ao primeiro ciclo de selecao recorrente interpopulacional. Para tanto,
foi constituida uma segunda populagdo — além de UENF-14 C10 — denominada
UENF-Sintética, formada pela reunido de nove linhagens oriundas dos acessos
Zélia, CMS-42, BRS Angela, UFV Baréao de Vigosa, Beija-Flor, IAC 112 e Raca Sul-
Americana, as quais tinham boas médias para CE. Foram, assim, constituidas 200
familias de irmaos-completos oriundas de UENF-14 C10 e UENF-Sintética, as
quais foram selecionadas em dois locais — Campos dos Goytacazes e ltaocara —
permitindo ganho predito de 9,20% para CE e de 8,64% para rendimento de graos
(RG) (Santos Junior et al., 2023), o que possibilitou o registro de seis hibridos
interpopulacionais no MAPA, com destaque para Divibrido (Amaral Junior et al.,
2026).

Paralelamente as implementagbes dos ciclos de selegdo recorrente, o
Programa de Melhoramento de Milho-Pipoca da UENF foi organizado em atividades
de campo para a geragao de linhagens dos acessos ja contidos em seu BAG. O
intento foi a utilizagédo destas linhagens em avaliagdo per se e em cruzamentos —
dialélicos e testcrosses — nestes ultimos casos, para inferéncia sobre a herancga,
bem como para a geragao e selecao de hibridos simples eficientes no uso do N, do
fosforo e da agua (Pena et al., 2016; Kamphorst et al., 2018; Gerhardt et al., 2019;
Silva et al., 2019; Kamphorst et al., 2020; Lima et al., 2020; Santos et al., 2020;
Kamphorst et al., 2021; Kamphorst et al., 2022; Khan et al., 2022; Santos et al.,
2022; Bispo et al., 2023; Carvalho et al., 2023; Santos et al., 2023a; Santos et al.,
2023b; Oliveira et al., 2024; Schmitt et al., 2024; Barboza Bispo et al., 2025; Leite
et al., 2026, Lima et al., 2026; Santos et al., 2026).

Em particular ao estresse provocado pelo N, em trabalho pioneiro, Santos

et al. (2017) avaliaram um painel de 29 linhagens S7 de milho-pipoca do BAG da
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UENF, previamente selecionadas para os principais atributos de importancia
econdmica da cultura, a saber, RG e CE. Para isso, o experimento foi conduzido
em dois locais — Campos dos Goytacazes e Itaocara — e sob duas condi¢des de
disponibilidade de N (baixa e ideal), em delineamento de blocos casualizados, com
trés repeticdes. Em se tratando das condi¢des de fertilizagao, em alto N foi aplicada
a adubagéo de base (32 kg N ha™') e a de cobertura (108 kg N ha"). Ja na condigao
de baixo N, foi adotada a mesma quantidade de adubacédo de base com apenas
30% da adubacgao de cobertura da condi¢ao de alto N.

Para a selegcédo das linhagens mais eficientes e responsivas no uso do N,
foi realizada a analise multivariada GGE biplot, que permitiu avaliar a interagao
gendtipo x ambiente, levando em conta a variacdo fenotipica média de cada
linhagem nos diferentes ambientes de N. O estudo revelou haver impactos da dose
infra-6tima de N no solo sobre RG, mas nao para com CE (Santos et al., 2017).
Para RG, as linhagens que apresentaram rendimento superior a média foram P2,
P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, L70, L74 e L55, sendo classificados, portanto,
como eficientes e responsivas no uso do N. As demais linhagens tiveram um
rendimento inferior a média geral e foram classificadas como ineficientes e nao
responsivas no uso do N. Para CE, as mesmas linhagens, com exce¢ao de P2, P3
e P4, apresentaram as maiores médias (acima de 30 mL g-'). Estas ultimas, todavia,
ainda foram consideradas para inclusdo em programa de melhoramento, visto que
mesmo apresentando médias intermediarias para a caracteristica (acima de 25 mL
g'), ainda assim eram valores aceitaveis para o padrdo nacional a época.

Com este trabalho inicial de selegdo per se de linhagens, estabeleceu-se a
base do programa de melhoramento de milho-pipoca da UENF com enfoque na
eficiéncia no uso do N. Por conta da variabilidade genética detectada entre as
linhagens avaliadas, estas linhagens foram, por conseguinte, indicadas para serem
incluidas em trabalhos subsequentes, inicialmente com a realizacao de dialelo para
investigacdo de efeito da variancia aditiva e de dominancia para com a NUE,
culminando na obtencao de hibridos simples N-eficientes (Santos et al., 2019), trés
dos quais foram registrados no MAPA (Amaral Junior et al., 2023). Outros estudos

se seguiram e serao dissertados a seguir.
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3.3.2 Elucidagdo dos efeitos genéticos que controlam caracteristicas
morfofisioldgicas relacionadas a NUE em milho-pipoca

A compreensao dos mecanismos genéticos que influenciam caracteristicas
agrondmicas € fundamental para o sucesso de programas de melhoramento
voltados para o aumento da produgcao em condicbes de estresses abiodticos,
incluindo a baixa disponibilidade de N (Wani et al., 2021; Carvalho et al., 2023;
Gallais e Hirel, 2004; Wang et al., 2026).

Em estudos de heranga de caracteristicas agrondbmicas em milho, os
cruzamentos dialélicos tém sido amplamente empregados em programas de
melhoramento por permitirem a decomposicdo dos efeitos genéticos em
capacidade geral e especifica de combinagdo, sendo fundamentais para a
identificacdo de genitores superiores e para a compreensao da natureza dos efeitos
aditivos e ndo aditivos envolvidos na expressao dos caracteres (Griffing, 1956;
Nass et al., 2000; Hallauer et al., 2010; Cruz et al., 2014).

Em milho comum, essa abordagem tem sido aplicada tanto em condigbes
otimas quanto sob restricdo de N, evidenciando a importancia da interagéo gendétipo
x ambiente e a expressiva variabilidade entre hibridos em relagdo a NUE e ao
desempenho agrondmico, especialmente para caracteres como produtividade de
graos e componentes de rendimento, refletindo a natureza quantitativa e
ambientalmente dependente desses caracteres (Cruz et al.,, 1984; Gama et al.,
2002; Medici et al., 2005; Guedes et al., 2014; Heinz et al., 2019; Carvalho et al.,
2023).

Apesar dos avangos obtidos em milho comum, a elucidagdo dos padrdes
de heranga e da arquitetura genética associada a eficiéncia agronémica sob baixa
disponibilidade de N ainda representa uma lacuna relevante em germoplasma de
milho-pipoca, em decorréncia da incipiéncia de estudos congéneres. Logo, em
particular a cultura do milho-pipoca, emergem questdes importantes sobre o0 modo
de acgéo genética de caracteristicas em cultivos sob baixa disponibilidade de N e,
nao obstante, no que diz respeito a aplicabilidade dos métodos de melhoramento
para essas condigdes visando a otimizacao da eficiéncia de germoplasma no uso
do nutriente.

Entre os raros trabalhos com milho-pipoca, cita-se o trabalho de Santos et
al. (2019), que utilizaram dez linhagens S7 de um painel previamente selecionado

por Santos et al. (2017) para a realizagdo de um estudo em esquema de dialelo
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completo com reciprocos. A pesquisa, conduzida em Campos dos Goytacazes e
Itaocara, respectivamente regides Norte e Noroeste Fluminense, teve como
objetivo investigar a ocorréncia de efeitos génicos extracromossémicos, bem como
identificar a contribuicdo dos efeitos aditivos e n&o aditivos para duas
caracteristicas principais: eficiéncia agronémica sob baixa disponibilidade de N
(AELN) e média harménica da performance relativa (HMRP). As linhagens
utilizadas foram L61, L75 e L80 (previamente classificadas como ineficientes e ndo
responsivas ao N), P2, P6 e P7 (classificadas como eficientes e responsivas ao N)
e L54, L59, L76 e L77 (categorizadas como intermediarias em eficiéncia e
responsividade ao uso de N). Foram obtidas 90 combinagdes hibridas, avaliadas
juntamente com os dez genitores S7 em delineamento em latice triplo 10 x 10, sob
duas condigdes de N: alto N (adubagdo de base com 32 kg ha' e cobertura com
128 kg N ha') e baixo N (adubagdo de base com 32 kg ha' e cobertura
correspondente a 30% da dose recomendada). Concluiu-se que o controle genético
da NUE é determinado, em parte, por efeitos aditivos, os quais desempenham
papel predominante, embora os efeitos ndo aditivos também sejam relevantes na
expressao do carater. Além disso, foi observado que genes extracromossdmicos
podem influenciar a manifestacdo da NUE. Nesse contexto, em programas de
selegao recorrente, os ganhos genéticos podem ser obtidos tanto pelo acumulo de
alelos favoraveis de efeito aditivo em esquemas intrapopulacionais, quanto pela
exploracao da heterose, resultante de interacdes alélicas favoraveis em esquemas
interpopulacionais de melhoramento.

Posteriormente, tomando como base o estudo realizado por Santos et al.
(2019), Santos et al. (2023) conduziram um experimento em casa de vegetacao
com o objetivo de compreender o controle genético de mecanismos
morfofisiolégicos associados a NUE em plantas de milho-pipoca cultivadas até o
estadio de seis folhas completamente expandidas. Até entado, os efeitos genéticos
elucidados baseavam-se principalmente em caracteristicas agron6micas da
cultura. No entanto, a integracdo de indices fisiologicos em conjunto com
avaliacbes morfoagrondmicas suscitou novas questdes sobre a importancia de
outras caracteristicas que poderiam auxiliar na melhor expressdo genotipica da
NUE.

Para isso, foram utilizadas quatro linhagens genitoras previamente

selecionadas por Santos et al. (2017) quanto a NUE (P2 e P7, eficientes e
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responsivas ao N; e L75 e L80, ineficientes e nao responsivas ao N). Por meio de
um esquema de dialelo completo, incluindo reciprocos, foram obtidas 12
combinagdes hibridas, as quais foram avaliadas juntamente com os genitores em
duas condigdes de N, alto N (224,09 mg N L") e baixo N (22,4 mg N L"), utilizando
solugdo de Hoagland e Arnon (1950), modificada para fonte de nitrato. Diversas
foram as caracteristicas morfofisiolégicas exploradas, incluindo altura da planta;
diametro do colmo; area foliar; massa seca da folha, do colmo, da parte aérea e da
raiz; estimativas do conteudo de N nos tecidos vegetais (folha, colmo, parte aérea,
raiz e planta toda); inferéncia da eficiéncia no uso do N e seus componentes
(eficiéncia na aquisicao e utilizagao); determinacao de trocas gasosas foliares (taxa
fotossintética liquida, condutancia estomatica, concentracao intercelular de CO2);
quantificacdo de eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm); e avaliagdo do
conteudo de pigmentos foliares (clorofila, flavonoide e antocianina) e do indice de
balanco de N. Os resultados permitiram concluir que em milho-pipoca, durante o
estadio vegetativo até V6, os efeitos de heterose relacionados a biomassa vegetal
resultam em maior producdo de matéria seca da parte aérea. Para as
caracteristicas avaliadas, em comparagao com os genitores, o melhor desempenho
dos hibridos foi ainda mais evidente em condi¢coées de baixa disponibilidade de N
no solo, demonstrando que a adaptacdo do milho-pipoca a ambientes com
deficiéncia de N requer a exploragao do vigor hibrido. De modo geral, os resultados
sugeriram que, em condigdes de limitacdo de N, os mecanismos adaptativos
desenvolvidos pelos hibridos incluiram a redugao do conteudo total de clorofila e o
aumento nos niveis de pigmentos acessoérios, como antocianinas e flavonoides, os
quais reduziram a coleta de luz pelos fotossistemas, mitigando os danos por
excesso de energia de excitagcdo e aumentando a protecdo do aparato
fotossintético contra espécies reativas de oxigénio, promovendo a eficiéncia

fotoquimica maxima do PSII (Santos et al., 2023a).

3.3.3 Mecanismos moleculares subjacentes ao uso eficiente de N em
plantas de milho-pipoca submetidas ao estresse por baixo N

A NUE em plantas € um processo complexo que envolve mecanismos

fisiolégicos interconectados, incluindo absorgédo, assimilagdo, transporte e

remobilizacdo de N, além de sua integragdo com o metabolismo primario e a

fotossintese (Masclaux-Daubresse et al., 2010; Xu et al., 2012). Em nivel molecular,
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a NUE é regulada por redes génicas que controlam transportadores de nitrato e
amonio, vias de sinalizagcdo e mecanismos de regulagdo transcricional,
determinando a resposta das plantas a disponibilidade de N no ambiente (Wani et
al., 2021; Braynen et al., 2025; Jia et al., 2025; Li et al., 2025).

Em milho comum, estudos recentes baseados em abordagens gendmicas,
incluindo GWAS, tém identificado locos e genes candidatos associados a NUE e a
caracteres agron6micos sob diferentes niveis de disponibilidade de N, como
produtividade de grados, altura de planta e intervalo antese-espigamento (Sanchez
et al., 2023). Esses avancos reforcam que a NUE é uma caracteristica quantitativa
altamente complexa, influenciada por multiplos genes de pequeno efeito e
fortemente dependente do ambiente (Wani et al., 2021; Sanchez et al., 2023; Li et
al., 2025).

Apesar dos avangos significativos na elucidagdo dos mecanismos
fisiolégicos, bioquimicos e moleculares da NUE em Zea mays, a quase totalidade
do conhecimento disponivel ainda deriva de estudos conduzidos com milho comum,
havendo uma lacuna relevante no entendimento desses processos em milho-
pipoca. Entre esses raros trabalhos com milho-pipoca, Khan et al. (2022) realizaram
estudos em nivel molecular investigando os perfis protedmicos de duas linhagens
S7 de milho-pipoca selecionadas por Santos et al. (2017), P2 (eficiente e responsiva
no uso do N) e L80 (ineficiente e ndo responsiva ao uso do N), que foram
submetidas a condigdes de alto (224,09 mg NOs" L") e baixo (22,4 mg NOs L)
fornecimento de N, em vasos em casa de vegetacao. As plantas, crescidas até o
estadio V6, foram avaliadas um dia antes da colheita para caracteristicas
morfoldgicas (altura de planta, area foliar, massa seca da folha, colmo e raiz), bem
como relacionadas a NUE (conteudo de N nas folhas, colmo e raiz) e a trocas
gasosas foliares (taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica, concentracao
intercelular de COz2 e transpiragao).

Nesse estudo, a protebmica comparativa associada a caracteristicas
agronOmicas e fisiolégicas permitiu identificar proteinas-alvo envolvidas no
transporte de N, metabolismo energético, metabolismo de N e biossintese de
ascorbato. Proteinas relacionadas ao metabolismo de carboidratos apresentaram
maior acumulacado nas plantas submetidas ao estresse por baixo N, elevando a
producao de energia de forma alternativa para lidar com o ambiente de estresse

nutricional. A abundancia de proteinas relacionadas ao metabolismo de N na
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linhagem ineficiente ao uso do N provavelmente contribuiu para a adaptagao ao
estresse por baixo N. Além de compreender a dindmica da eficiéncia e
responsividade ao N nas plantas, o estudo de Khan et al. (2022) selecionou
proteinas-chave, incluindo ferredoxina-nitrito redutase (Fd-NiR), ascorbato
peroxidase (APX), amido sintetase do tipo granulo 1 (GBSS 1), shikimato quinase
(SK), frutose-1,6-bisfosfato aldolase (FBA) e alanina aminotransferase (AlaAT),
como candidatas para exploragao em programas de melhoramento de milho-pipoca
focados na NUE por meio do desenvolvimento de marcadores moleculares que
permitam a selecdo precoce de gendtipos mais eficientes no uso do N, com
perspectiva de contribuir para o estabelecimento de um modelo agricola mais
sustentavel.

Mais recentemente, buscando desvendar novos mecanismos fisioldgicos e
moleculares relacionados com a resposta ao uso eficiente do N em milho-pipoca,
Santos et al. (2025) investigaram o perfil proteémico completo (folhas e raizes) de
duas linhagens contrastantes para NUE (P2, com alta NUE; e L80, com baixa NUE),
em casa de vegetacdo, em condigbes distintas de disponibilidade de N. Foram
avaliadas caracteristicas morfoldgicas e fisioldégicas, como quenching fotoquimico
e nao-fotoquimico, rendimento quantico do fotossistema Il e fotossintese potencial.
Comparada a linhagem L80, crescida sob baixa disponibilidade de N, P2
apresentou 25,9% a mais de area foliar, com 22,4% das plantas mais altas, colmos
21,7% mais espessos e massa seca da parte aérea de magnitude 113% superior,
além de valores mais elevados de quenching fotoquimico e nao-fotoquimico e
rendimento quantico do fotossistema Il, resultando em uma fotossintese maxima
superior em 16,5% a de L80.

Nesse estudo, pela primeira vez o perfil protebmico de toda planta foi
analisado. Nas folhas, a analise proteémica comparativa identificou 215 proteinas
diferencialmente acumuladas em P2 e 168 em L80. Ja nas raizes foram
identificadas 127 proteinas em P2 e 172 em L80. Notadamente nas folhas, o
metabolismo energético e a fotossintese representaram as principais diferencas
entre P2 e L80, como resposta ao estresse oxidativo. Ja nas raizes, o transporte
de nitrato, a assimilagao de aménio e o metabolismo de aminoacidos contribuiram
para a maior NUE da linhagem P2. Nesse sentido, esse estudo contribuiu para
desvendar novos mecanismos moleculares pelos quais as plantas de milho-pipoca

eficientes no uso do N se diferenciam de plantas ineficientes no uso do nutriente.
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Todavia, ainda permanece um campo inexplorado de respostas metabdlicas a NUE

em milho-pipoca, sobretudo no que se refere a interagao planta-microbioma.

3.3.4 Perspectivas para o programa de melhoramento genético de milho-
pipoca para a NUE

Embora avangos tenham sido alcangados no melhoramento genético do
milho-pipoca para aumentar a NUE, ainda ha grande oportunidade de progressos
com a integragdo de microrganismos benéficos como estratégia complementar. A
adogcao dessa abordagem esta alinhada a Agenda 2030 da Organizagdo das
Nacoes Unidas (ONU,2015) e ao conceito de bioeconomia aplicada a agricultura,
promovendo solugbes mais sustentaveis e economicamente viaveis para a
producado agricola. Dessa forma, integrar esses microrganismos ao melhoramento
genético e as praticas agronbmicas pode resultar em sistemas agricolas mais
eficientes e resilientes.

Os MPCVs, especialmente as bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCVs), desempenham papel central na melhoria da eficiéncia nutricional das
plantas e na sustentabilidade dos sistemas agricolas. Esses microrganismos atuam
por meio de mecanismos como a FBN, a solubilizagdo de nutrientes e a melhoria
da eficiéncia no uso de fertilizantes, reduzindo a dependéncia de insumos
nitrogenados sintéticos (Hungria et al., 2015; Goyal et al., 2021; Zeng et al., 2022;
Chen et al., 2023).

Entre os principais grupos funcionais dessas bactérias estdo os
microrganismos diazotroficos, capazes de realizar a FBN por meio da enzima
nitrogenase, responsavel pela redu¢do do N2 atmosférico em aménia. Esse
processo envolve diferentes sistemas enzimaticos dependentes de metais como
molibdénio, vanadio e ferro, refletindo a diversidade metabdlica desses organismos
(Luxem et al., 2022; Martin del Campo et al., 2022).

Em sistemas simbidticos, como a associagao entre rizébios e leguminosas,
a eficiéncia da fixacdo de N pode ser influenciada pela diversidade microbiana, com
impacto direto na produtividade das culturas (Hungria et al., 2015; Taylor e
Komatsu, 2024).

De forma integrada, esses processos aumentam a entrada de N reativo nos
ecossistemas agricolas e fortalecem a fertilidade do solo. O avango no

conhecimento sobre FBN amplia o potencial de aplicacdo de MPCVs em culturas
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nao leguminosas, contribuindo para uma agricultura mais sustentavel (Goyal et al.,
2021; Zeng et al., 2022; Chen et al., 2023).

Nesse contexto, a titulo de exemplo, a substituigdo de 25% do fertilizante
nitrogenado pela inoculagdo com Azospirillum brasilense em cultivos de milho
poderia reduzir em até 236 kg as emissdes de didxido de carbono equivalente (CO2-
e) por hectare (Hungria et al., 2022). Segundo o Painel Intergovernamental Sobre
Mudanga do Clima (IPCC, 2006), a conversao industrial de 1 kg de N corresponde
a emissao de 10,5 kg de CO2-e. Desse total, 4,5 kg sdo gerados durante a produgéo
do fertilizante, enquanto aproximadamente 6 kg resultam do transporte, da
aplicacao e das emissodes diretas e indiretas de 6xido nitroso (N20). Logo, as
BPCVs podem fixar uma quantidade significativa de N sem causar o mesmo
impacto em termos de emissao de dioxido de carbono.

Spolaor et al. (2016), em experimentos com o hibrido de milho-pipoca IAC
125 conduzidos em Londrina e Maringa (PR), demonstraram que a inoculagao com
BPCVs — Masterfix L.® (Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6) ou UEL (A.
brasilense Ab-V5 e Rhizobium sp. 53GRM1) — elevou significativamente o RG na
auséncia de adubacao nitrogenada de cobertura (0 kg N ha™'). No ambiente de
Londrina, os incrementos foram de 9,98% (367 kg ha™') para Masterfix L.® e 16,44%
(605 kg ha™') para UEL; em Maringd, foram de 20,14% (465 kg ha™') e 32,81% (758
kg ha'), respectivamente, com médias gerais de 13,21% e 26,61% sobre o controle
nao inoculado.

Souza (2025), em experimentos com 28 hibridos de milho-pipoca oriundos
de dialelo envolvendo sete linhagens e quatro testadores, conduzidos em Campos
dos Goytacazes (RJ), demonstrou que a microbiolizagdo das sementes com
AzoTotal® (A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6) elevou significativamente o RG em
condicao limitada de N, com incremento médio de 20,5% sobre o controle nao
inoculado e maior eficiéncia no cultivo de inverno. O hibrido L326 x L690 destacou-
se no que concerne a associacdo entre RG e CE, e a inoculacdo reduziu a
severidade de Fusarium verticillioides, sugerindo possivel indugédo de resisténcia.
Tais resultados evidenciam o potencial da bioinoculagdo como estratégia
complementar ao melhoramento genético, favorecendo a NUE e a sustentabilidade
da cultura.

Diante dos diversos beneficios proporcionados pelas BPCVs, ¢é

fundamental incorpora-las nas etapas de desenvolvimento de gendtipos nos
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programas de melhoramento genético. Essa abordagem tem sido considerada uma
estratégia promissora para otimizar a responsividade dos genétipos, favorecendo
sua ampla adogéo e eficiéncia agronémica (Reed e Glick, 2023). Além disso, para
aprimorar a resposta do milho-pipoca a inoculagdo com esses microrganismos, €
essencial compreender os mecanismos genéticos que regulam a interagéo planta-
microrganismo, especialmente aqueles associados a variabilidade genotipica e ao

microbioma associado as raizes.

3.4 Microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCVs): avancgos e
aplicagoes na agricultura

O modelo agricola intensivo com base em insumos quimicos tem sido
amplamente associado a degradacgao do solo, perda de biodiversidade e impactos
ambientais globais (Rockstrom et al., 2009; Foley et al., 2011; FAO, 2015; Lal,
2020). Nesse contexto, os MPCVs emergem como alternativas viaveis para reduzir
o uso de fertilizantes sintéticos, ao mesmo tempo que aumentam a produtividade
agricola, representando op¢des mais promissoras para a transicdo para sistemas
agricolas sustentaveis (Ansabayeva et al., 2025). Esses organismos, que incluem
bactérias e fungos, estabelecem relacbes mutualisticas com as plantas,
promovendo seu crescimento por meio de diversos mecanismos fisiologicos e
bioquimicos (Baron et al., 2020; Kumar et al., 2022).

Um estudo desenvolvido pelo IDR-Parana (Instituto de Desenvolvimento
Rural do Parana — lapar-Emater) em parceria com a Embrapa Soja demonstrou que
a FBN foi tao eficiente que possibilitou aos produtores de soja uma economia de
cerca de US$ 15,2 bilhdes em fertilizantes quimicos na safra 2019-2020, ao
possibilitar o fornecimento de N para as plantas sem necessidade de recorrer a
adubacgao com ureia, realgcando, assim, o grande potencial do uso dos MPCVs para
o estabelecimento de um modelo agricola economicamente mais viavel e
ambientalmente seguro (Telles et al., 2023).

Os MPCVs atuam por meio de diversos mecanismos que podem ser
classificados como diretos ou indiretos. Entre os mecanismos diretos, destaca-se a
FBN, realizada por bactérias diazotréficas como Rhizobium e Azospirillum, capazes
de converter o N2 atmosférico em formas assimilaveis pelas plantas, contribuindo
para a redugao da dependéncia de fertilizantes nitrogenados (Kim e Rees, 1994;

Garcia et al., 2021; Goyal et al.,, 2021). Outro mecanismo importante é a
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solubilizagcédo de fosfato, pela qual bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus
produzem acidos organicos, fosfatases e outros metabdlitos que disponibilizam
fésforo anteriormente imobilizado no solo, favorecendo sua absorgéo pelas plantas
(Rodriguez e Fraga, 1999; Alori et al., 2017; Zeng et al., 2022). Além disso, diversos
MPCVs sintetizam fitorménios como auxinas, citocininas e giberelinas que regulam
processos fisiolégicos relacionados a divisao e elongagdo celular, ao
desenvolvimento radicular e a absorcdo de nutrientes, promovendo maior
crescimento e produtividade das culturas (Spaepen et al., 2007; Ahemad e Kibret,
2014; Ercole et al., 2025).

Ja os mecanismos indiretos incluem a inducédo de resisténcia sistémica
(ISR), pela qual microrganismos como Trichoderma spp. e especies de Bacillus
ativam mecanismos de defesa da planta contra fitopatdgenos, reduzindo a
incidéncia e a severidade de doencas (Pieterse et al., 2014; Ilham et al., 2019;
Ercole et al., 2025). Outro mecanismo importante € a produg¢ao de sideroforos,
compostos capazes de quelar ferro (Fe3*), restringindo sua disponibilidade para
microrganismos fitopatogénicos e favorecendo sua aquisigdo pelas plantas e por
microrganismos benéficos (Ahmed e Holmstrém, 2014; Santoyo et al., 2016). Além
disso, diversos MPCVs aumentam a tolerancia das plantas a estresses abioticos,
como seca, salinidade e toxicidade por metais, pela producdo de osmodlitos
compativeis, enzimas antioxidantes, ACC-desaminase e outras moléculas bioativas
que contribuem para a manutencao da homeostase celular (Glick, 2014; llham et
al.,, 2019; Ercole et al.,, 2025). Em conjunto, esses processos promovem O
crescimento vegetal, aumentam a resiliéncia das culturas frente a condigbes
adversas e reforgam o potencial dos MPCVs como ferramentas estratégicas para
uma agricultura mais sustentavel (Ansabayeva et al., 2025; Ercole et al., 2025).

Apesar dos avancos significativos no uso de MPCVs, ainda ha uma
expressiva lacuna entre a elevada diversidade microbiana presente nos
ecossistemas naturais e o numero relativamente restrito de microrganismos
efetivamente explorados e utilizados como insumos biolégicos na agricultura. Solos
tropicais, como os encontrados no Brasil, apresentam elevada complexidade e
riqueza microbiana, sendo reconhecidos como importantes reservatérios de
diversidade bioldgica, com alto potencial biotecnolégico ainda pouco explorado
(Faoro et al., 2010; Pylro et al., 2014; Andreote et al., 2017; Melo et al., 2021).

Nesse contexto, o Brasil, por sua extensao territorial e diversidade de biomas,
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abriga uma das maiores riquezas microbianas do planeta, representando um
hotspot global para bioprospeccdo de microrganismos com potencial agricola
(Thompson et al., 2017; Glienke et al., 2024).

O Radar Tecnoldgico de Bioinsumos (Oliveira e Santos, 2023), fruto do
Acordo de Cooperagao Técnica entre o Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI) e a Embrapa, mostra que o numero de registro de biofertilizantes no Brasil &
dividido em trés principais categorias: estresse abiodtico, fixacdo de N e
solubilizagdo de nutrientes. Destes, o numero de registros para fixagdo de N
representa apenas metade da categoria “estresse abiotico”. O Radar Tecnoldgico
mostra ainda que, entre os pedidos de patente, produtos que utilizam bactérias
representam o dobro daqueles que utilizam fungos. Em relagdo as bactérias mais
utilizadas, destacam-se as do género Bacillus, Pseudomonas e Streptomyces, que
representam quase a totalidade dos pedidos, seguidas pelos géneros Rhizobium,
Paenibacillus, Bradyrhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Methylobacterium,
Pantoea e Glucanocetobacter. Ja em relagado aos fungos, os pedidos registrados
envolvem apenas trés géneros: Trichoderma, Penicillium e Glomus (Oliveira e
Santos, 2023).

Esse levantamento revela um panorama ainda concentrado em poucos
grupos taxonémicos, o que refor¢a a relevancia de implementagéo de pesquisas
que busquem diversificar a base microbiana dos insumos utilizados na agricultura.
Nesse sentido, o presente projeto assume um papel estratégico ao direcionar seus
esforcos para o estudo de microrganismos que nao figuram entre os mais
recorrentes nos pedidos de patentes. As bactérias do género Enterobacter e os
fungos do género Purpureocillium, foco dessa investigacao, tém demonstrado, em
estudos preliminares (Lin et al., 2012; Fukami et al., 2017; Baron et al., 2020; lkeda
et al., 2020; Moreno-Salazar et al., 2020; Ortega et al., 2020; Singh et al., 2021;
Rigobelo et al., 2024b; He et al., 2025; Kimotho, 2025; Villanueva-Gaete et al.,
2025; Pathak et al., 2026; Wang e Xu, 2026; Wen et al., 2026), potencial para a
promogao de crescimento vegetal, constituindo opgdes promissoras para aplicagao
em estratégias biotecnoldgicas sustentaveis que otimizem o desempenho

agrondémico das culturas.
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3.5 FBN e atuagao dos MPCVs

A FBN em formas assimilaveis pelas plantas € um processo altamente
energético (Postgate, 1982). Isso se deve ao fato de que o N2 atmosférico é
formado por dois atomos de N, que se integram por uma forte ligagdo covalente
tripla, o que confere elevada estabilidade e baixa reatividade quimica a molécula.
Nesse contexto, a enzima nitrogenase desempenha papel central ao catalisar a
reducdo do N2, promovendo a quebra dessa ligagao e sua conversdo em amonia
(NH3), pela incorporagao sequencial de protons e elétrons (Kim e Rees, 1994). A
amoénia produzida pode, entdo, ser assimilada por diferentes organismos e
convertida em compostos nitrogenados organicos, variando conforme o
microrganismo envolvido no processo de fixagao.

Embora ja exista uma série de sistemas de FBN descritos, esse processo
€ restrito aos organismos procariotos. De modo geral, os microrganismos capazes
de fixar N (diazotrdéficos) utilizam de 16 moléculas de ATP para reduzir cada mol de
N (Hubbell e Kidder, 2009). O cerne deste processo € o complexo enzimatico
nitrogenase, composto por duas metaloproteinas principais: a dinitrogenase
redutase, também chamada de proteina ferro, contendo o cluster 4Fe-4S; e a
dinitrogenase, uma proteina ferro-molibdénio, contendo os cofatores FeMo-co e P-
cluster (Hoffman et al., 2014). O processo tem inicio com a ligagédo da molécula de
N2 ao sitio ativo do cofator FeMo-co na dinitrogenase. A dinitrogenase redutase,
com a utilizagcado de 16 moléculas de ATP, fornece os elétrons necessarios para a
reducao do N molecular. Cada ciclo completo de fixagao requer oito elétrons, seis
para reduzir uma molécula de N2 a duas moléculas de NH3 sendo os dois elétrons
restantes perdidos na producdo de uma molécula de H2 como subproduto
obrigatério da reacdo (Hoffman et al., 2014).

A enzima nitrogenase € extremamente sensivel ao oxigénio molecular, o
que levou os microrganismos fixadores a desenvolverem sofisticados mecanismos
de protecdo. Bactérias aerdbias como Azotobacter utilizam uma combinacao de
consumo respiratorio acelerado de oxigénio e proteinas protetoras especificas
(Maier e Moshiri, 2000). Quando em associagdes simbidticas como as do
Rhizobium com leguminosas, a planta hospedeira produz leghemoglobina, que
mantém condigdes microaerdbicas ideais dentro dos nddulos radiculares (Rutten e
Poole, 2019).
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Apods a fixagado, o N (NH3/NH4*) é incorporado ao metabolismo celular e
posteriormente transferido para a planta hospedeira. Em microrganismos de vida
livre, como Azospirillum, o NH3 produzido € assimilado inicialmente via GS-GOGAT
(glutamina sintetase-glutamato sintase), formando glutamina e glutamato, que
podem ser liberados para o solo e absorvidos pelas raizes das plantas (Westby et
al., 1987). Por sua vez, em simbioses mais especializadas, como no caso
de Rhizobium e leguminosas, o processo é mais eficiente: o NH3 produzido nos
nodulos radiculares é rapidamente assimilado em aminoacidos, principalmente
asparagina e glutamina, que sao, entao, transportados via xilema para a parte
aérea da planta (Schulte et al., 2021). Esse fluxo de compostos nitrogenados néo
apenas supre as necessidades nutricionais da planta, como também regula a
atividade dos microrganismos, mantendo um equilibrio metabdlico na interface
simbidtica.

A complexidade desses processos de fixagao de N reflete a diversidade de
estratégias evolutivas desenvolvidas pelos microrganismos diazotréficos. Evans e
Burris (1992) propuseram uma classificagdo funcional para esses organismos
fundamentada em seu grau de associacdo com as plantas, favorecendo a
compreensao das variagdes na eficiéncia e nos mecanismos de transferéncia de
N. Essa categorizagéo distingue trés grupos principais: diazotrofos de vida livre,
que fixam o N para seu préprio uso; diazotrofos associativos, que contribuem para
o crescimento da planta sem a formacdo de estruturas diferenciadas, nao
estabelecendo uma simbiose; e os diazotrofos simbidticos, que estabelecem uma
interagdo muito estreita entre 0 macro e o microsimbionte, sendo que em alguns
casos sao formadas estruturas diferenciadas, denominadas nédulos.

Em se tratando dos diazotroéficos de vida livre, a maioria desses organismos
€ heterotrofica e depende de fontes de carbono disponiveis no ambiente para
sustentar o processo de FBN, sendo os exsudados radiculares um dos principais
substratos energéticos na rizosfera (Jones et al., 2003; Burgmann et al., 2005; Zhao
et al., 2024). Esses microrganismos colonizam preferencialmente o rizoplano e a
rizosfera, onde estabelecem intensa interacdo com a planta hospedeira,
influenciada por compostos liberados pelas raizes, que atuam como fontes de
carbono, e sinais quimicos que modulam a estrutura e a atividade da comunidade
microbiana (Weller et al., 2002; Hinsinger et al., 2009).



29

Os diazotroficos associativos podem ser classificados, conforme a proposta
de Baldani et al. (1997). No caso, ha os endofiticos facultativos, capazes de
colonizar tanto a rizosfera quanto o interior das raizes, e os endofiticos obrigatérios,
restritos ao ambiente interno do tecido vegetal. Em ambos, ndo ha a formagéo de
uma estrutura onde ocorre a FBN. Ja os diazotroficos simbidticos estabelecem uma
associagao altamente especializada com a planta hospedeira, culminando na
formacéao de nédulos radiculares, estruturas especializadas nas quais ocorre a FBN
de forma eficiente e mutualistica (Oldroyd, 2013; Masson-Boivin e Sachs, 2018).
Esse processo envolve reconhecimento molecular entre planta e bactéria, infecgéao
controlada dos tecidos radiculares e diferenciagao bacteriana em bacteroides ativos
na fixacdo de N2 (Oldroyd, 2013; Udvardi e Poole, 2013; Masson-Boivin e Sachs,
2018). Em sistemas agricolas, essa simbiose € amplamente explorada por meio de
inoculantes microbianos, com destaque para o uso de rizdbios eficientes,
resultando em aumento de produtividade e redugao da dependéncia de fertilizantes

nitrogenados sintéticos (Hungria et al., 2020).

3.5.1 Interacdao entre Purpureocillium e Enterobacter: beneficios do
consoércio de MPCVs
A interacgao entre diferentes MPCVs, como fungos e bactérias, tem sido cada
vez mais reconhecida como uma abordagem promissora para intensificar a
produtividade agricola de forma sustentavel. Estudos recentes tém demonstrado a
eficacia do uso de consorcios microbianos para promogao de crescimento vegetal
e reducgao de estresses abidticos em trigo (Karuppiah et al., 2019a; Yadav et al.,
2022), espinafre (Shilev et al., 2020a), manjericdo (Shilev et al., 2020b), berinjela
(Upamanya et al., 2020), milho (Karuppiah et al., 2019b; Moradtalab et al., 2020),
tomate (Muthuraja e Muthukumar, 2022), cevada (Kaur et al., 2022), arroz (Anshu
et al.,, 2022), algodao (Metwally et al., 2022), tabaco (Begum et al.,, 2022),
Arabidopsis (Dixit et al., 2023) e soja (lturralde et al., 2020; Leite et al., 2024).
Todavia, até o momento, ndo ha relato na literatura que documente de forma direta
e sistematica a interagdo simbidtica ou consorcial entre Purpureocillium e
Enterobacter em contextos agricolas, sobretudo para FBN ou para promogao de
crescimento vegetal.
Os géneros Purpureocillium (fungos filamentosos amplamente distribuidos)

e Enterobacter (bactérias diazotroficas de vida livre ou endofiticas) se destacam
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individualmente por apresentarem habilidades bioquimicas complementares.
Enquanto espécies como Purpureocillium lilacinum sao associadas a promogao de
crescimento vegetal pela produgédo de metabdlitos bioativos e, em alguns isolados,
pela solubilizagao de fosfato e melhoria da disponibilidade de nutrientes na rizosfera
(Moreno-Salazar et al., 2020; Villanueva-Gaete et al., 2025), Enterobacter spp. sao
conhecidas por sua capacidade de fixar N atmosférico e promover o crescimento
vegetal pela producdo de fitorménios e outras atividades benéficas, incluindo a
mobilizagcdo de nutrientes e a tolerancia a estresse abidtico (Ahemad e Kibret, 2014;
Khan et al., 2021; Silva, 2023).

Nesse contexto, estudos envolvendo a bactéria Bacillus spp. e P. lilacinum
demonstraram que a interagao sinérgica entre eles ndo s6 melhora o controle de
nematoides parasitas de plantas, mas também promove o crescimento e o
desenvolvimento vegetal por mecanismos como solubilizacdo de fosfato e
producao de fitormbnios (Leong et al., 2021; Engelbrecht et al., 2022; Sedhupathi
et al., 2022). Por outro lado, consorcios entre Enterobacter spp. e fungos
micorrizicos ou outros fungos de solo, como Trichoderma spp., também tém
revelado sinergia na promogao do crescimento vegetal, resultando em maior
absorgao de nutrientes, acumulo de biomassa e tolerancia a estresses abioticos
(Schulte et al., 2021; Ercole et al., 2025).

A potencial complementaridade entre Purpureocillium e Enterobacter reside,
sobretudo, na combinacgao entre dois processos-chave: a solubilizagdao de fésforo
insoluvel no solo, promovida por acidos organicos secretados por Purpureocillium
(Moreno-Salazar et al., 2020; Villanueva-Gaete et al., 2025), e a FBN realizada por
Enterobacter spp. (Westby et al., 1987; Maier e Moshiri, 2000). A atuagado
simultdnea desses mecanismos pode favorecer significativamente o crescimento
vegetal, haja vista que o fornecimento coordenado de N e fésforo é essencial para
a sintese de proteinas, acidos nucleicos e metabdlitos secundarios. Além disso,
polissacarideos produzidos por P. lilacinum tém demonstrado potencial na
promogao do crescimento vegetal sob condicbes de estresse salino (He et al.,
2025), o que pode ser complementado por bactérias como Enterobacter cloacae,
capazes de modular o metabolismo vegetal pela producdo de auxinas e ACC
desaminase (Gamalero et al., 2023).

Assim, fundamentando-se nas evidéncias de interagdes funcionais

semelhantes com outros microrganismos, pode-se fortemente presumir que a
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associacao entre Purpureocillium e Enterobacter, embora ainda pouco explorada,
apresenta grande potencial biotecnologico, motivo pelo qual se acredita que a
investigacao de consorcios especificos entre esses dois géneros possa representar

uma nova fronteira na construgdo de bioinoculantes multifuncionais para uso
agricola sustentavel.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e preparagao dos inéculos

Os microrganismos utilizados neste trabalho pertencem a colegao do Setor
de Microbiologia Ambiental do Laboratério de Biotecnologia (LBT), localizado na
UENF. Resumidamente, a bactéria Enterobacter sp. S3103 foi isolada da
serrapilheira da restinga Paulo Cesar Vinha, em Guarapari, Espirito Santo.
Inicialmente, este isolado foi testado quanto ao potencial de promog¢ao do
crescimento vegetal por meio de ensaios de solubilizacdo de fosfato, produgao de
compostos inddlicos (horménios) e tolerdncia a salinidade. Posteriormente, a
bactéria foi avaliada na planta aquatica Salvinia auriculata no que se refere a
toleréncia a salinidade, conforme descrito por Silva (2023). O fungo Purpureocillium
aff. lilacinum FSC-1, por sua vez, foi isolado de lavouras de café conilon e
selecionado para verificacdo do potencial de biodegradacao do herbicida glifosato,
solubilizagdo de fosfato e de promogdo de crescimento vegetal em tomate,

conforme descrito por Villanueva-Gaete et al. (2025).

4.1.1 Inéculo bacteriano
Inicialmente, foi feito o estriamento da bactéria em placa de Petri contendo
0 meio de cultivo Luria Bertani (LB) soélido com glicose. A placa foi incubada em
estufa bacteriolégica por 24 h a 30 °C. Posteriormente, uma algada da bactéria foi

inserida no Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de LB liquido. O frasco foi
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vedado com manta e gaze e colocado em shaker por 4 h, com uma rotagao de 150

rpm.

4.1.2 Inéculo fangico

Para a preparagao do inoculo de Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1,
primeiramente uma mistura de 200 g de arroz parboilizado umedecido com 100 mL
de agua destilada foi acondicionada em um saco plastico resistente a altas
temperaturas. Na face do saco, foi feito um recorte retangular de 13 x 9 cm, sobre
o qual foi fixado um pedaco de papel filtro (14 x 10 cm) com fita apropriada para
autoclavagem. O conjunto foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min e,
posteriormente, deixado esfriar até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, em
condigcdes assépticas, o saco foi aberto e 10 discos de micélio, com cerca de 5 mm
de didmetro, retirados de cultura fungica previamente cultivada em meio sélido,
foram adicionados ao arroz esterilizado. O saco foi novamente fechado com fita. A
incubacado foi conduzida em incubadora B.O.D, num fotoperiodo de 24 h de
escuridao, por 7 dias.

Ap0s o periodo de incubacéo, foi feito o preparo da suspensao de esporos.
O arroz colonizado foi transferido para um béquer de 1000 mL e adicionados 500
mL de agua destilada autoclavada. Com o auxilio de um bastao de vidro, o arroz foi
agitado cuidadosamente para desprender os esporos do micélio, resultando em
uma suspensao mais escura, enquanto o arroz ficou esbranquigado. A mistura foi,
entao, filtrada através de gaze fixada na boca de outro béquer de 1000 mL,
separando os esporos presentes na solugédo do arroz que ficou retido na gaze.

O volume da suspensao de esporos foi obtido e transferido para uma
garrafa de vidro autoclavada. Para determinar a concentragdo de esporos, uma
amostra foi retirada da suspensao e diluida em uma propor¢cao de 1:100, pela
adicdo de 10 pL da suspensdo a 990 uL de agua destilada autoclavada.
Posteriormente, 50 uL dessa diluicdo foram colocados na camara de Neubauer,
tendo a contagem dos esporos sido feita com o auxilio de um microscoépio. Apds a
contagem, foi calculada a concentragdo total de esporos na suspensao e
determinado o fator de diluicdo para ajustar a concentragdo da suspensao para 1 x

108 esporos mL".
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4.1.3 Inoculagao na turfa

A turfa de esfagno comercial foi previamente autoclavada e utilizada como
veiculo para a inoculagdo dos microrganismos nas plantas de milho-pipoca. O
procedimento de inoculagdo foi feito 24 h antes do plantio, nas seguintes
proporgdes para cada condigdo experimental: para o tratamento com bactéria,
foram utilizados 150 g de turfa acrescidos de 50 mL do in6culo bacteriano; para o
tratamento com fungo, 150 g de turfa acrescidos de 50 mL do in6culo fungico; para
o tratamento do consorcio, 150 g de turfa foram acrescidos de 25 mL de cada
in6culo (bacteriano e fungico); e para o tratamento controle, 150 g de turfa foram
acrescidos de 50 mL de agua destilada autoclavada. As misturas foram feitas em
béqueres autoclavados e, apdés homogeneizagao, os recipientes foram vedados

com plastico-filme e mantidos em temperatura ambiente até o momento do plantio.

4.2 Genétipos

Foram utilizados trés gendtipos: duas linhagens endogamicas Sz, sendo
uma obtida por cessdo da UEM e outra desenvolvida na propria UENF, além do
hibrido entre elas. Trata-se, respectivamente, das linhagens P2 (derivada do
Composto CMS-42, da Embrapa Sete Lagoas, adaptada a clima temperado/tropical
e de ciclo precoce) e L80 (derivada da variedade de polinizacdo aberta Vigosa,
oriunda de cessao da UFV, adaptada a clima temperado/tropical e de ciclo tardio),
e o0 hibrido P2xL80.

As linhagens foram avaliadas para NUE por Santos et al. (2017) e Santos
et al. (2019) em condi¢des de campo e, posteriormente, por Santos et al. (2023a;
2023b; 2025) sob condi¢des controladas e contrastantes quanto a disponibilidade
de N (100% do N necessario para milho e 10% do N necessario; ou seja, 224,09
mg NO3s'L" e 22,41 mg NOs'L, respectivamente), culminando com a consolidagéo
da classificacao de P2 como eficiente e responsiva (ER) e de L80 como ineficiente

e nao responsiva (INR) no uso do N.

4.3 Ensaio para a avaliagao de linhagens e hibrido

4.3.1 Delineamento experimental e condi¢cées ambientais
Essa etapa experimental foi conduzida em casa de vegetacdo da Unidade

de Apoio a Pesquisa (UAP) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
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(CCTA) da UENF, em Campos dos Goytacazes, RJ (21°9'S; 41°10'W, 14 m acima
do nivel do mar) de 12 de fevereiro a 20 de margo de 2025.

Os experimentos foram arranjados em delineamento de blocos completos
casualizados. Cada condigédo de inoculagdo — bactéria (Enterobacter sp. S3103),
fungo (Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1), consércio (bactéria + fungo) e controle
(ndo inoculado) — foi conduzida em mesa experimental distinta, sendo considerada
um experimento. Em cada condi¢do, os trés genotipos (duas linhagens e um
hibrido) foram distribuidos em sete blocos completos casualizados, com uma planta
por parcela, totalizando 21 parcelas por condigdo e 84 unidades experimentais

(Figura 1).

Sem inoculacio
(Controle)

Bactéria

Fungo

Bactéria+Fungo

Figura 1. Representacdo meramente ilustrativa do delineamento experimental.
Cada mesa corresponde a uma condigéo de inoculagao (experimento), contendo
os trés gendtipos distribuidos em sete blocos completos casualizados, em que cada
vaso contendo uma unica planta representava uma repeti¢céo biologica.

Para tanto, sementes de cada gendtipo foram pré-germinadas em papel
germitest embebido em agua destilada por 8 dias a 25 °C, com umidade relativa de

65%. Posteriormente, as plantas foram transferidas para vasos plasticos com 2,3
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dm?3, contendo substrato inerte (areia). A inoculagao foi feita adicionando 1 g de
turfa previamente inoculada e 1 mL da suspensdo do respectivo inéculo,
diretamente no sistema radicular. Aos cultivos com bactéria e fungo, aplicou-se 1
mL da suspensao bacteriana e fungica, respectivamente. No consorcio, utilizou-se
1 mL da mistura contendo 25 mL de cada indculo e, no controle, 1 mL de agua
destilada autoclavada.

A partir do terceiro dia ap6s o plantio (DAP), foi aplicada solugéo nutritiva
de Hoagland e Arnon (1950) modificada para a fonte de nitrato (NOs") para o
fornecimento de N (Tabela 1). Nos dois primeiros dias apds o plantio, as plantas
receberam a solugdo a "4 da forga. Posteriormente, a solugéo foi mantida na
concentracédo de 10% e fornecida diariamente até que as plantas atingissem o
estadio vegetativo V5 (cinco folhas totalmente expandidas), o que ocorreu aos 36
DAP.

Tabela 1. Solugéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), modificada para fonte de
nitrato (NO3), utilizada para a manutengao da baixa disponibilidade de N no cultivo
de plantas de milho-pipoca até o estadio V5.

Concentragdo (mL L)

Solugao estoque

10% de N
Ca(NOs)2 4H20 (2 mol L) 0.4
KNO3 (2 mol L™) -
MgSOa (1 mol L) 2
FeEDTA (25 g L") 1
Micro* 1
H3BO3 (25 mM) 1
NaNQOs (2 mol L) -
CaCl2 (2 mol L™) 1.6
KCI (1 mol L") 4
K2HPO4 (1 mol L") 1
K2S0O4 (0, 5 mol L) 1

* Micro: CuS0O45H20 = 125 mg L™"; KCI = 3728 mg L™'; MnSO4H20 = 845 mg L™'; ZnS0O47H20 = 578
mg L™"; (NH4)sM070244H20 = 88 mg L.

Os valores de temperatura (°C) e umidade relativa (%) foram obtidos por
meio de um sensor (ATMOS 14, Meter, Pullman, EUA), enquanto a radiagao

fotossinteticamente ativa (umol m s-') foi quantificada por meio de um piranémetro,
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ambos conectados a um Data Logger (modelo ZL6, Meter). Dados das médias dos
valores obtidos demonstram que as plantas foram submetidas a uma radiagao
fotossinteticamente ativa de 548 pmol m2s', a uma temperatura média de 27,3 °C

e a uma umidade relativa de 74% (Figura 2).
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Figura 2. Condi¢gdes ambientais registradas em experimentos realizados em casa
de vegetagao com trés gendtipos de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa
disponibilidade de N e submetidos a inoculacdo com Enterobacter sp. S3103,
Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1, o consércio entre os dois microrganismos e
um controle sem inoculacdo. PPFD: radiacao fotossinteticamente ativa.

4.3.2 Caracteristicas fisiologicas avaliadas

4.3.2.1 Trocas gasosas foliares

As medidas de trocas gasosas foram mensuradas com o auxilio de um
analisador de gas infravermelho (IRGA), modelo LI-6400 (LI-COR, Lincoln, NE,
USA), equipado com uma camara foliar de 6 cm? e fonte de luz de 6400-40 LCF
(LI-COR). Essa avaliagcéo foi feita um dia antes da colheita, entre 08h30min e
10h30min. As condi¢des ambientais da cémara foliar consistiram em uma
densidade de fluxo de fdtons fotossintetizantes de 1.000 ymol m>2s”', na
concentragdo de 420 uymol mol-' de CO2, com umidade relativa do ar entre 55 e

60% e temperatura de 33 °C. A taxa fotossintética liquida (A, ymol CO2 m2s™), a
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condutancia estomatica (gs, mmol CO2 m?2s™), a taxa de transpiragao (E, mmol H20
m=2s) e a concentragdo intercelular de CO2 (C;, umol CO2 mol') foram avaliadas

na ultima folha desenvolvida de cada planta em estadio fenologico V5.

4.3.3 Caracteristicas morfolégicas avaliadas

4.3.3.1 Medidas de crescimento
As avaliagbes do crescimento da parte aérea foram feitas no momento da
colheita. A altura da planta (AP, cm) foi determinada com o auxilio de uma fita
métrica graduada, adotando como critério a medigcédo da distancia entre a superficie
do solo e a base da ultima folha completamente expandida (ligula visivel). O
didmetro do colmo (DC, mm) foi mensurado na regido correspondente ao tergo

meédio do colmo, utilizando um paquimetro digital.

4.3.3.2 Massa seca da parte aérea e da raiz

Folhas e colmos (parte aérea) foram colhidos em estadio V5 e separados
da raiz com o auxilio de um estilete. Imediatamente apds, as amostras foram
acondicionadas separadamente em sacos de papel kraft e armazenadas em estufa
a 65 °C até a estabilizacdo da massa seca de cinco amostras aleatérias, para
determinacdo da massa seca foliar (MSF, g) e do colmo (MSC, g), que, somadas,
compuseram a massa seca da parte aérea (MSPA, g). Juntamente com a massa
seca radicular (MSR, g), essas inferéncias compuseram a estimativa da massa

seca total da planta (MST, g).

4.3.4 Quantificacdo de N nas plantas e calculo da eficiéncia de uso do
nitrogénio

ApOs a pesagem para determinagdo da massa seca, todas as amostras da

parte aérea e da raiz foram moidas. Em seguida, no Laboratério de Nutricdo Mineral

da UENF, o teor de N foi determinado pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1990), tendo

sido obtido o conteudo de N da parte aérea (CNPA: MSPA x teor de N na parte

aérea, mg), da raiz (CNR: MSR x teor de N na raiz, mg) e da planta (CNP: soma
de CNPA e CNR, mg).

A NUE (g mg™) foi calculada pela razéo entre a MSPA e o N total aplicado,

por meio da expressao:
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MSPA

NUE =
N total aplicado

A eficiéncia de absorgdo do N (NUpE, mg mg") foi estimada por meio da
razao entre o CNP e o N total aplicado, com base na expressao:

CNP
N total aplicado

NUpE =

A eficiéncia de utilizagdo do N (NUtE, g mg-") foi inferida com base na razao

entre a MSPA e o CNPA, por meio da seguinte formula:
MSPA

A eficiéncia de translocagdo de N (NTrE, mg mg™') foi calculada pela razao

entre o CNPA e o CNP, qual seja:

CNPA

NTrE =
r CNP

4.4 Avaliagao da heterose
Para cada caracteristica, a heterose relativa (H %) foi obtida pela diferenca
entre o valor médio obtido pelo hibrido (F1) em relagdo aos valores médios

apresentados por seus genitores (MP), conforme as seguintes expressodes:

P1+P2
2

F1-MP

MP = eH%=(MP

) X 100. Nesses casos, P1 e P2 referem-se as médias

dos genitores P2 e L80, e F1 refere-se a média do desempenho do hibrido P2xL80
(Hallauer et al., 2010).

A heterobeltiose relativa (Htb %) foi obtida pela diferenga entre o valor
meédio obtido pelo hibrido (F1) em relagdo ao valor médio apresentado pelo genitor

superior (PS), conforme a seguinte expressao:

F1-PS

HEb% = (=

) x 100.

A significancia da heterose foi avaliada pelo teste t aplicado ao contraste
entre a média do hibrido e a média de suas linhagens parentais [H — (P, + P,)/2].
A heterobeltiose foi estimada em relagao a linhagem parental de maior média para
cada caracteristica e condigao de inoculagao, sendo sua significancia avaliada pelo
teste t aplicado ao contraste entre a média do hibrido e a média dessa linhagem
parental. Os testes foram realizados com base no erro residual do modelo de
analise de variancia (ANOVA), adotando 5% de probabilidade.
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4.5 Anadlises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada no RStudio (R Core Team, 2025).
Primeiramente, a normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk
e a homogeneidade de variancias foi verificada pelo teste de Hartley.

A ANOVA conjunta dos experimentos foi realizada de acordo com o
modelo: Y, = w+ A; + B/Ajq) + G + AGy + &, em que Y representa o valor
observado do k-ésimo gendtipo no j-ésimo bloco da i-ésima condicédo de
inoculagao; p € a média geral; A; é efeito fixo da i-ésima condigédo de inoculagao;
B/Aj € efeito aleatorio do j~€simo bloco dentro da i-ésima condigao de inoculagéo;
Gy, € efeito fixo do k-ésimo gendtipo; AG;;, € efeito fixo da interagédo entre a j-€sima
condigao de inoculagdo e o k-€simo gendtipo; e ¢;;;, € o erro aleatorio associado a
observagéo Y, assumindo distribuicdo normal N (0, o?). Posteriormente, as
médias foram comparadas pelos testes de Dunnett (p < 0,05) e de Tukey (p < 0,05)
e os graficos, construidos com o auxilio do software Prism GraphPad, incluiram
barras de erro representando o erro-padrao da média (SEM). A significancia

estatistica foi indicada por asteriscos (*, p < 0,05; **, p < 0,01; e ***, p < 0,001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos da inoculagao com Enterobacter sp. S3103 e Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1 nas trocas gasosas foliares

A analise de variancia evidenciou diferengas genotipicas para todas as
variaveis de trocas gasosas avaliadas, com efeito significativo de genétipo sobre a
taxa fotossintética liquida (A; p < 0,05), a condutancia estomatica (gs; p < 0,001), a
transpiracao (E; p = 0,001) e a concentragao intercelular CO2 (Cj; p < 0,05) (Tabela
2). Esses resultados demonstram a existéncia de diferencgas fisioldgicas intrinsecas
entre P2, L80 e seu hibrido P2xL80, independentemente dos tratamentos
microbianos. O efeito de microrganismos também foi significativo para A (p =
0,001), gs (0 =0,001) e E (p <0,001) (Tabela 2), o que demonstra que a inoculagéo
microbiana provocou alteragdes sobre essas trés variaveis; por outro lado, C; nao
foi afetada pelos tratamentos (p > 0,05). A interagdo gendtipo x microrganismo (G
x M), por outro lado, nao foi significativa para nenhuma das quatro caracteristicas,
indicando que nao houve evidéncia estatistica de alteragdo do padrdo geral de

resposta aos tratamentos entre os gendtipos (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da ANOVA conjunta de caracteristicas de trocas gasosas
foliares de trés genodtipos de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa
disponibilidade de N e submetidos a inoculagdo com Enterobacter sp. S3103,
Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1, o consorcio entre ambos e um controle sem
inoculagao que foram avaliados no estadio V5, aos 35 DAP, em casa de vegetagao.

Fonte de Variagao GL A gs E Ci

Genotipo (G) 2  40,6515* 0,0044***  0,8219*  2235,0366*

Microrganismo (M) 3 57,6696 0,0034** 0,7452*** 179,6249"

GxM 6 12,1543 0,0010"  0,1834"  978,9787"s

Residuo 66 9,6383 0,0006 0,1131 625,3811

Os valores apresentados correspondem aos quadrados médios. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
e ns = néo significativo pelo teste F. GL: Graus de liberdade; A: taxa fotossintética liquida (umol CO2
m-2 s); gs: condutancia estomatica (mmol CO2 m2 s'); E: taxa de transpiragdo (mmol H20 m2 s);
Ci: concentragao intercelular de CO2 (umol CO2 mol-').

Considerando o efeito dos microrganismos, o teste de Dunnett evidenciou
que bactéria e fungo diferiram significativamente do controle para A, gs e E,
enquanto o consoércio diferiu do controle apenas para E (Tabela 3). Como a
interacdio G x M nao foi significativa para essas variaveis, esses efeitos
correspondem as médias dos tratamentos considerando conjuntamente os trés
gendtipos. Em relagdo ao controle, a inoculagdo com bactéria aumentou A em
18,7%, gs em 24,5% e E em 19,5%, enquanto o fungo promoveu incrementos de
20,2%, 22,4% e 20,6%, respectivamente. O consorcio, por sua vez, resultou em
aumento significativo de 13,5% em E, mas os incrementos observados para A
(11,8%) e gs (13,0%) nao diferiram estatisticamente do controle. Para C;, ndo foi

detectado efeito significativo dos tratamentos microbianos (Figura 3, Tabela 3).
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Tabela 3. Médias* de variaveis de trocas gasosas foliares de trés gendtipos de
milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa disponibilidade de N e submetidos
a inoculagdo com Enterobacter sp. S3103 (bactéria), Purpureocillium aff. lilacinum
FSC-1 (fungo), o consorcio entre ambos e um controle sem inoculagdo que foram
avaliados no estadio V5, aos 35 DAP, em casa de vegetacao.

Genétipo Condigao de inoculagao
Variavel

P2xL80 L80 P2 Controle Bactéria Fungo Consoércio

21,94* 2221* 20,65
(+18,7%) (+20,2%) (+11,8%)

A 19,652 22,18° 20,63 2° 18,48

0,146* 0,143* 0,132
(+24,5%) (+22,4%) (+13,0%)

gs 0,1202 0,146° 0,138° 0,117

2,44* 246  2,32*
(+19,5%) (+20,6%) (+13,5%)

E 2,112 247°b 237° 2,04

129,67 122,89 125,16
(+4,7%) (-0,8%) (+1,1%)

Ci 114,92 128,13 133,2° 123,8

* As médias apresentadas para genétipos correspondem as médias de dado genétipo em
todos os tratamentos microbianos; letras diferentes na mesma linha indicam diferencas
significativas entre gendtipos pelo teste de Tukey (p < 0,05). As médias dos tratamentos
microbianos correspondem as médias estimadas considerando conjuntamente os trés
genaotipos. Valores entre parénteses representam a variagdo percentual em relacdo ao
controle (ndo inoculado), e o asterisco indica diferenga significativa em relagao ao controle
pelo teste de Dunnett (p < 0,05). A auséncia de asterisco indica diferenga nao significativa.
Esses efeitos principais foram considerados em razdo da auséncia de interagao
significativa genodtipo x microrganismo para as quatro variaveis. A: taxa fotossintética
liquida (umol CO. m? s™); gs: condutancia estomatica (mmol CO, m? s™); E: taxa de
transpiragao (mmol H.O m2 s™); C;: concentragao intercelular de CO, (umol CO2 mol™).
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Figura 3. Estimativas de médias de caracteristicas fisiologicas (A: taxa fotossintética liquida (umol CO2 m=2 s); gs: condutancia
estomatica (mmol CO2 m? s™); E: taxa de transpiragdo (mmol H20 m2 s™); Ci: concentragéo intercelular de CO2 (umol CO2 mol')) de
trés gendtipos de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa disponibilidade de N e submetidos a inoculagdo com Enterobacter sp.
S3103 (bactéria), Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1 (fungo), o consoércio entre os dois microrganismos e um controle sem inoculagao.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre genétipos pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05).
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Por meio do teste de Tukey (Tabela 3), ficou evidenciado que L80
apresentou A significativamente superior a do hibrido P2xL80, enquanto P2 nao
diferiu de nenhum desses gendtipos. Para gs e E, tanto P2 quanto L80
apresentaram valores significativamente superiores aos observados no hibrido
P2xL80, sem diferenca entre os dois parentais. Para C;, P2 apresentou valor
significativamente superior ao hibrido P2xL80, enquanto L80 n&o diferiu de P2 nem
do hibrido (Figura 3,Tabela 3).

O aumento simultaneo de A, gs e E promovido pelas inoculagdes individuais
com Enterobacter sp. S3103 e Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1, sem alteragao
significativa em C;, sustenta a hipotese de que esses microrganismos tenham
favorecido a assimilacdo de carbono por meio de efeitos combinados sobre a
regulacdo estomatica e sobre processos relacionados a utilizagdo do CO2 no
mesofilo. O incremento de gs, acompanhado pelo aumento de E, demonstra maior
fluxo de COz2 e vapor de agua pelos estdmatos, enquanto os valores inalterados de
Ciindicam que essa maior condutancia nao resultou em acumulo de CO2 no espago
intercelular, disponivel para ser fixado pela RuBisCO. Em conjunto, esses
resultados sugerem haver maior utilizacdo do carbono disponibilizado no interior da
folha e indicam que o aumento da taxa fotossintética néo esteve associado apenas
a maior abertura estomatica, mas também a alteracbes em etapas posteriores da
fixacdo de CO:2 pelo Ciclo de Calvin. Em contraste, o consércio microbiano
aumentou significativamente apenas E, sem efeito significativo sobre A ou gs,
indicando que a coinoculagdo nao reproduziu 0 mesmo padrao fisiologico
observado para os microrganismos aplicados isoladamente. Esse comportamento
sugere uma alteragao distinta na relagdo entre assimilagdo de carbono e perda de
agua sob coinoculagao.

Esses efeitos positivos observados em decorréncia dos MPCVs do
presente trabalho podem ser atribuidos a diferentes mecanismos de acao dos
microrganismos. No caso do género Enterobacter, destaca-se a producao da
enzima ACC desaminase, que reduz os niveis de etileno nas raizes e contribui para
tolerar estresses e promover crescimento radicular, além da producao de auxinas,
especialmente o acido indolacético (AlA), que influenciam positivamente a abertura

estomatica e a atividade fotossintética (Glick, 2014; Nutaratat et al., 2017; Orozco-
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mosqueda et al., 2020). Esses efeitos hormonais podem se refletir indiretamente
na regulacgéao fisiolégica da planta, incluindo ajustes na condutancia estomatica e
na eficiéncia fotossintética. Outro mecanismo inclui a FBN, amplamente descrita
em diferentes grupos de diazotréficos associativos (Ddbereiner e Day, 1976;
Baldani et al., 1999; Reed et al., 2011; Lin et al., 2012). Adicionalmente, tem-se a
producao de sideroforos, que desempenham papel central na competi¢cao por ferro
na rizosfera, podendo resultar em inibicdo do crescimento de microrganismos
fitopatogénicos e outros competidores microbianos (Ahmed e Holmstrom, 2014;
Davidov et al.,, 2025). Ja a solubilizagdo e a mineralizacédo de fosfatos por
microrganismos do solo promovem maior disponibilidade de fésforo na rizosfera,
favorecendo a nutricdo e o desenvolvimento vegetal (Vessey, 2003; Richardson et
al.,, 2009; Bashan et al., 2014; Villanueva-Gaete et al., 2025). Entrementes,
Purpureocillium lilacinum, além de seu reconhecido potencial no controle biolégico
de fitonematoides, tem sido descrito como um microrganismo com atividade
bioestimulante, contribuindo para a melhoria da nutricdo mineral e do crescimento

vegetal por meio de efeitos indiretos sobre a rizosfera (Rigobelo et al., 2024b).

5.2 Efeitos da inoculagdao com Enterobacter sp. S3103 e Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1 no crescimento vegetal

A analise de variancia evidenciou interagao G x M significativa (p < 0,001)
para MSF, MSC, MSR, MSPA, MST e AP (p < 0,01) (Tabela 4). Dessa forma, para
essas caracteristicas, o efeito da inoculacéo variou entre P2, L80 e o hibrido
P2xL80, sendo necessario avaliar os tratamentos microbianos separadamente
dentro de cada gendtipo. Para DC, nao foram detectados efeito de microrganismo
(p > 0,05) ou interagdo G x M (p > 0,05), enquanto o efeito de gendtipo foi
significativo (p < 0,001, Tabela 4).



Tabela 4. Resumo da ANOVA conjunta de caracteristicas de crescimento de trés gendétipos de milho-pipoca cultivados sob estresse
por baixa disponibilidade de N e submetidos a inoculagdo com Enterobacter sp. S3103, Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1, o consércio
entre ambos e um controle sem inoculagéo que foram avaliados no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de vegetacao.

Fonte de variagao GL MSF MSC MSR MSPA MST AP DC
Genotipo (G) 2 2,6198***  5,5024*** 92,9893*** 15,6822*** 164,1524*** 940,7157*** 14,3151
Microrganismo (M) 3 0,2470* 0,3686* 48,8917+ 1,0568** 52,2323*** 34,0874 0,1611 s
GxM 6 0,7225***  0,5505*** 30,1771** 2,3443*** 34,3928*** 19,6955** 0,3462 s
Residuo 69  0,0655 0,1074 0,3838 0,2499 0,6773 5,9485 0,4426

Os valores apresentados correspondem aos quadrados médios. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = nao significativo pelo teste F. GL: Graus
de liberdade; MSF: massa seca foliar (g); MSC: massa seca do colmo (g); MSR: massa seca radicular (g); MSPA: massa seca da parte aérea (g);
MST: massa seca total (g); AP: altura de planta (cm); DC: didmetro do colmo (mm).

Ly
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O desdobramento da interacao pelo teste de Dunnett evidenciou respostas
contrastantes entre os gendtipos (Tabela 5, Figura Suplementar 1). No hibrido
P2xL80, o consorcio reduziu significativamente a MSF e a MSPA em 12,7% e
13,5%, respectivamente (Tabela 5). As alteragbes mais pronunciadas, entretanto,
ocorreram no sistema radicular, tendo Enterobacter sp. S3103, Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1 e o consorcio de ambos reduzido a MSR em 62,5%, 63,2% e
42,1%, respectivamente, em relacdo ao controle. Essas redugdes foram
acompanhadas por decréscimos de 41,0%, 43,5% e 33,4% na MST,
respectivamente (Tabela 5). Como a redugdo de MSR foi acompanhada pela
reducao da biomassa total, o efeito observado no hibrido n&o correspondeu apenas
a uma redistribuicdo de biomassa entre raizes e parte aérea, mas a uma redugao
efetiva do acumulo de matéria seca.

Em L80, as diferencas significativas foram restritas ao consércio, que
aumentou a MSR em 31,3% e a MST em 13,9%, sem alteracao significativa de
MSF, MSC, MSPA ou AP (Tabela 5). Em P2, por sua vez, foram observadas
respostas opostas entre a inoculagdo bacteriana e a coinoculagao. Enterobacter
sp. S3103 reduziu significativamente MSF, MSC, MSR, MSPA e MST em 12,8%,
18,9%, 38,0%, 15,8% e 26,4%, respectivamente. Em contraste, o consorcio de
bactéria e fungo aumentou MSF em 23,7%, MSR em 22,5%, MSPA em 13,7% e
MST em 17,9% (Tabela 5). Para AP, tanto o fungo quanto o consércio promoveram
incrementos significativos, de 16,1% e 12,1%, respectivamente (Tabela 5). O
aumento de AP promovido pelo fungo ocorreu sem alteracao significativa das
caracteristicas de biomassa seca, enquanto, sob coinoculagdo, o aumento em
altura foi acompanhado pelo incremento de biomassa foliar, radicular, da parte

aérea e total (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias das caracteristicas de crescimento de trés gendtipos de milho-
pipoca cultivados sob estresse por baixa disponibilidade de N e submetidos a
inoculagdo com Enterobacter sp. S3103 (bactéria), Purpureocillium aff. lilacinum
FSC-1 (fungo), o consorcio entre ambos e um controle sem inoculagdo que foram
avaliados no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de vegetacao.

Variavel Genétipo Controle Bactéria Fungo Consoércio
2,55*
P2xL80 2,93 3,08 2,94 (=12.7%)
MSF L80 2,44 2,20 2,47 2,33
2,41* 3,42*
P2 2,77 (-12,8%) 3,04 (+23.7%)
P2xL80 2,74 3,03 2,82 2,35
L80 1,88 1,80 2,11 1,97
MSC 5 21"
P2 2,73 (-18,9%) 3,02 2,83
4,84* 4,75* 7,47*
Pl ZER (-62,5%)  (-63.2%) (-42,1%)
4,74*
MSR L80 3,61 3,23 3,66 (+31.3%)
3,13* 6,18*
P2 5,05 (-38,0%) 5,27 (+22,5%)
4,90
P2xL.80 5,66 6,11 5,76 (-13.5%)
MSPA L80 4,32 3,99 4,58 4,30
4,62 6,25*
P2 5,49 (-15,8%) 6,06 (+13.7%)
10,95* 10,50* 12,38*
P2xL80 18,57  4io%)  (-43.5%) (-33,4%)
MST L80 7,93 7,23 8,24 U
’ ’ ’ (+13,9%)
7,75* 12,43*
P2 10,54 (-26,4%) 11,34 (+17.9%)
P2xL80 32,17 32,39 32,97 30,53
AP L80 27,57 26,01 28,56 28,80
42,37* 40,91*
P2 36,50 37,07 (+16.1%) (+12.1%)

* Diferenga significativa em relagdo ao respectivo controle dentro de cada gendtipo pelo teste de
Dunnett (p < 0,05). Valores entre parénteses representam a variagdo percentual em relagdo ao
controle. Somente diferengcas estatisticamente significativas recebem indicagdo percentual na
interpretacao textual. MSF: massa seca foliar (g); MSC: massa seca do colmo (g); MSR: massa seca
radicular (g); MSPA: massa seca da parte aérea (g); MST: massa seca total (g); AP: altura de planta
(cm).
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Para DC, em razao da auséncia de interagdo G x M (p > 0,05) e de efeito
dos microrganismos (p > 0,05) (Tabela 4), as diferencas foram restritas aos
genotipos. Pelo teste de Tukey, o hibrido P2xL80 apresentou maior DC (12,68 mm),
seguido por L80 (11,93 mm) e P2 (11,21 mm), com diferengas significativas (p <
0,05) entre os trés gendtipos.

Com base nos resultados obtidos para as caracteristicas de crescimento e
de trocas gasosas foliares, pode-se inferir que 0 aumento da atividade fotossintética
instantanea promovido pelos microrganismos n&o resultou necessariamente em
maior acumulo de biomassa. Embora a bactéria Enterobacter sp. S3103 e o fungo
Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1 tenham aumentado significativamente A, gs e
E quando os genotipos foram considerados conjuntamente, as respostas de
crescimento foram altamente dependentes do gendtipo e da inoculagéo microbiana,
0 que pode ser corroborado pelos valores observados no hibrido P2xL80, no qual
o incremento da atividade fotossintética ocorreu concomitantemente com uma
expressiva reducdo da biomassa radicular e total, enquanto em P2 a coinoculacao
promoveu ganhos de crescimento e, em L80, seus efeitos ndo foram observados
na mesma magnitude.

A desassociagao entre o processo de assimilagdo de CO2 e o acumulo de
matéria seca observado no hibrido pode estar associada a alteragdes na utilizagcao
€ na particdo do carbono assimilado. O balango de carbono da planta depende néo
apenas da assimilacao fotossintética, mas também da respiragcdo, da manutengao
metabdlica, da alocagao de fotoassimilados entre 6rgaos e da deposicao nas raizes
(Brauner et al., 2018). Interacdes com microrganismos da rizosfera podem
modificar a alocacao de carbono das plantas para as raizes e a rizosfera, de modo
que parte do carbono assimilado pode ser direcionado a manutencdo dessas
interacdes em detrimento de sua incorporagao a biomassa estrutural (Morgan et
al., 2005). Em milho, o rastreamento de "'C demonstrou que a inoculagdo com
Azospirillum brasilense pode aumentar a alocacdo de carbono recém-assimilado
para as raizes e sua posterior liberagdo na forma de substratos carbdnicos na
rizosfera, demonstrando que modificacbes na fotossintese podem estar
acompanhadas por alteragcdes importantes no destino do carbono assimilado
(Housh et al., 2021).

A natureza gendétipo-dependente dessas respostas evidencia que a

resposta das plantas a baixa disponibilidade de N é consistente com trabalhos
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anteriores, em que os efeitos de fungos promotores de crescimento ndo sao
uniformes entre combinagdes planta-microrganismo (Campos et al., 2020; Vaccaro
et al.,, 2024). Em milho, Baron et al. (2020) observaram que a inoculagdo com
diferentes isolados de Purpureocillium lilacinum produziu respostas contrastantes,
incluindo redugao de crescimento e biomassa em algumas combinagdes planta-
microrganismo, atribuida pelos autores a auséncia do estabelecimento de uma
interacao favoravel e, potencialmente, a competicdo por recursos e ao custo
energético associado a manutengado dessa interacdo. No presente trabalho,
portanto, a resposta negativa do hibrido P2xL80, o efeito positivo da coinoculagao
em P2 e a resposta mais limitada de L80 reforcam que o balango entre os custos e
os beneficios da associacdo com os MCPVs depende da combinacéo especifica
entre o genotipo hospedeiro e o microrganismo. Em P2, por outro lado, o consorcio
promoveu aumento simultdneo da MSF, MSR, MSPA e MST, além da AP,
caracterizando uma resposta de crescimento que envolveu tanto a parte aérea
quanto o sistema radicular (Tabela 5). Esse resultado contrasta diretamente com a
inoculacdo isolada de Enterobacter sp. S3103, que reduziu MSF, MSC, MSR,
MSPA e MST no mesmo gendtipo. Assim, o efeito positivo da coinoculagdo nao
pode ser atribuido simplesmente a presenca da bactéria, mas a resposta resultante
da associagao entre os dois microrganismos e P2. Consorcios microbianos podem
reunir mecanismos distintos, incluindo modulagdo hormonal e alteragdes na
disponibilidade de nutrientes, mas o resultado da coinoculagdo depende da
compatibilidade entre os microrganismos e da interagcédo estabelecida com a planta
hospedeira, podendo resultar em efeitos sinérgicos, neutros ou antagbnicos
(Santoyo et al., 2021). Essa dependéncia fica evidente nos presentes resultados,
levando em consideragcdo que o mesmo consorcio aumentou a MST em P2 e L80,
mas a reduziu no hibrido P2xL80 (Tabela 5).

A inoculagédo isolada com P. aff. lilacihum FSC-1 também alterou o
crescimento de P2, mas de forma distinta daquela observada sob coinoculagao. O
fungo promoveu aumento de 16,1% na AP sem alterar significativamente MSF,
MSC, MSR, MSPA ou MST (Tabela 5). Portanto, o aumento em altura n&o foi
acompanhado por maior acumulo de matéria seca, sugerindo uma resposta
relacionada principalmente ao alongamento ou a arquitetura da planta. Isolados de
P. lilacinum apresentam caracteristicas promotoras de crescimento, incluindo

producao de AlA e solubilizacado de fésforo (Baron et al., 2020; Villanueva-Gaete et
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al., 2025). Assim, a participacdo de mecanismos relacionados a regulagéo
hormonal constitui uma hipotese para o aumento de AP observado em P2, embora
esse mecanismo hormonal ndo tenha sido avaliado para o isolado FSC-1 neste
trabalho. Logo, trabalhos futuros poderédo elucidar de que maneira os MCPVs
estudados promovem a regulagdo hormonal em gendtipos de milho-pipoca sob
baixo N.

Em L80, o efeito significativo do consércio concentrou-se no sistema
radicular, com aumento de 31,3% na MSR, acompanhado por incremento de 13,9%
na MST, sem alteragao significativa da biomassa da parte aérea (Tabela 5). Esse
padrao indica que a resposta inicial a coinoculagao nesse genotipo ocorreu
predominantemente no compartimento radicular, permitindo inferir uma alteragao
da exploracgao do substrato e da capacidade de aquisicao de recursos. Os MPCVs
podem modificar a arquitetura e o funcionamento do sistema radicular por meio de
sinalizagdo hormonal e de alteragdes na disponibilidade de nutrientes, com

consequéncias para sua aquisi¢cao pela planta (Vacheron et al., 2013).

5.3 Efeitos da inoculagdao com Enterobacter sp. S3103 e Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1 na eficiéncia de uso do N

A andlise de varidncia mostrou efeito significativo de gendtipo,
microrganismo e da interacdo G x M para todos os conteudos de N avaliados,
incluindo folha, colmo, raiz, parte aérea e planta inteira (Tabela 6). A interagao
também foi significativa para NUE, NUpE, NUtE e NTrE, indicando que os efeitos
da inoculagao sobre o acumulo e a eficiéncia de uso de N dependeram do gendtipo
(Tabela 6). Dessa forma, as comparagdes entre os tratamentos microbianos foram
realizadas dentro de P2, L80 e P2xL80 pelo teste de Dunnett, podendo ser

encontradas na Tabela 7, Figura Suplementar 2 e Figura Suplementar 3.



Tabela 6. Resumo da ANOVA conjunta para conteudo de N e indices de eficiéncia de uso de N de trés gendtipos de milho-pipoca
cultivados sob estresse por baixa disponibilidade de N e submetidos a inoculacdo com Enterobacter sp. S3103, Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1, o consércio entre ambos e um controle sem inoculagao que foram avaliados no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de

vegetacéo.
Conteudos de N

Fonte de variagao GL N folha N colmo N raiz N parte aérea N planta
Genotipo (G) 2 217,158*** 59,921* 1797,358*** 369,571 3082,715**
Microrganismo (M) 199,934*** 282,941*** 850,115*** 635,443 948,086***
GxM 6 154,113*** 91,192*** 748,172*** 468,083*** 1867,555***
Residuo 69 18,008 14,433 68,106 44,998 111,747

Eficiéncia de uso de N

Fonte de variagao GL NUE NUpE NUtE NTrE
G 2 0,001242*** 0,244180*** 0,001823*** 0,063976***
M 3 0,000084** 0,075097*** 0,004947*** 0,069766***
GxM 6 0,000186*** 0,147928*** 0,000550** 0,015756*
Residuo 69 0,000020 0,008851 0,000131 0,005254

Os valores apresentados correspondem aos quadrados médios. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = n&o significativo pelo teste F. GL: Graus de liberdade;
N folha: Conteudo de N foliar (mg); N colmo: Conteddo de N no colmo (mg); N raiz: Conteudo de N na raiz (mg); N parte aérea: Conteudo de N na parte aérea
(mg); N planta: Contetido de N na planta (mg); NUE: Eficiéncia de uso de N (g mg™); NUpE: Eficiéncia de absorgcdo de N (mg mg"); NUtE: Eficiéncia de utilizagédo
de N (g mg™); NTrE: Eficiéncia de translocagdo de N (mg mg™).

€g
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No hibrido P2xL80, a bactéria provocou aumento do contetdo de N da folha
em 34,2%, do colmo em 71,5% e da parte aérea em 45,2% em relagdo ao controle
(Tabela 7). Esse maior acumulo na parte aérea, entretanto, ocorreu
simultaneamente a reducao de 46,4% no conteudo radicular de N. Apesar da
reducao numérica de 10,4% no conteudo total de N da planta sob inoculagao
bacteriana, essa diferenga nao foi significativa (Tabela 7). O fungo reduziu o N
radicular em 52,6% e o conteudo de N total da planta em 32,3%, enquanto o
consorcio promoveu redugdes de 39,4% e 20,0%, respectivamente (Tabela 7).
Assim, fungo e consorcio reduziram a quantidade total de N acumulada pelo
hibrido, enquanto a bactéria alterou principalmente a distribuigdo do nutriente entre
raizes e parte aérea.

Em L80, as alteracdes foram concentradas principalmente nos tratamentos
com fungo e consorcio. O conteudo de N da parte aérea aumentou 33,4% e 38,3%,
respectivamente (Tabela 7). Entretanto, para o conteudo total de N da planta
apenas o consoércio promoveu aumento significativo de 27,5%, enquanto o aumento
de 19,8% observado sob inoculagdo com fungo néo diferiu do controle (Tabela 7).
No colmo, fungo e consoércio promoveram aumentos de 113,2% e 103,7%,
respectivamente, sem alteracao significativa do conteudo radicular de N (Tabela 7).

Em P2, o fungo aumentou o conteudo de N no colmo, na parte aérea e na
planta em 106,1%, 32,9% e 33,4%, respectivamente. O consdrcio promoveu
aumentos de 43,3% no conteudo de N foliar, 109,3% no N do colmo, 52,8% no N
das raizes, 59,7% no N da parte aérea e 56,9% no N da planta inteira (Tabela 7).
Nesse genotipo, portanto, a coinoculagdo aumentou o acumulo de N em ambos os

compartimentos, aéreo e radicular.
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Tabela 7. Médias de conteudo de N e indices de eficiéncia de uso de N de trés
gendtipos de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa disponibilidade de N e
submetidos a inoculagao com Enterobacter sp. S3103 (bactéria), Purpureocillium
aff. lilacinum FSC-1 (fungo), o consorcio entre ambos e um controle sem inoculag&o
que foram avaliados no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de vegetacgao.

Conteudo de N

Variavel Genétipo Controle Bactéria Fungo Consorcio
P2xL80 29,46 ( 3394:”250;) 24,95 29,27
Nfolha  L80 25,71 29,53 27,68 30,14
P2 29,52 31,3 32,13 vt o
P2xL80 12,30 (3711'?;,;) 16,39 16,65
como €0 827 164 iThaw)  (+1057%)
P2 9,72 9,56 (jgﬁ;) ) (jg’g?’,gz "
FE e (?:éiﬁ;,) (?505?;;0) (}??é?&)
Nraiz L8O 25,92 22,60 26,46 29,40
P2 27,04 16,68 36,23 ( f;23;% :
P2xL80 41,76 (ffég‘f;) 41,35 45,92
s 180 3T atte (L )
P2 39,23 40,90 (+5322’,1§;o) ( 352;7502)
sl e (—?%’,13/0) (—7312’?3%2) (—8246?;’2)
plaNnta 8 sk i (+7119’,g/o) (3267’?1?;,)
P2 66,27 57,58 ( f%iﬁ;) (12213%
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Eficiéncia de uso de N

Variavel Genétipo Controle Bactéria Fungo Consorcio
P2xL80 0,050 0,054 0,051 (_‘)1’2?;;)
NUE L8O 0,038 0,036 0,041 0,038
P2 0,049 (_01’ 2131«;,) e (31, g?ﬁ;)
P2xL80 0,945 (_a’g,i;) ) (_03’,2?;,) (_"Z’Eifol)
NUpE L8O 0,533 0,567 (ﬁ’g%g%) (32’(75?;,)
P2 0,590 0,513 (33:2%2) (w?ég,zg’l)
P2xL80 0,136 (_02’515?4202) 0,140 (_02’1?21;,)
NUtE L8O 0,128 (_02’1?;0;,) (_02’(1)%;0) (—02’(7)?;2)
P2 0141 i cirow  (-300%
P2xL80 0,399 ( fégf”:; ) (34;7;;,) (f’e:gf‘é;)
NTrE L8O 0,584 0,641 0,633 0,619
P2 0,594 (32’;,226:/0) 0,590 0,604

* Diferencga significativa em relagao ao respectivo controle, dentro de cada gendtipo, pelo
teste de Dunnett (p < 0,05). Valores entre parénteses representam a variacéo percentual
em relagdo ao controle. A auséncia de asterisco indica auséncia de diferenga significativa.
N folha: Conteudo de N foliar (mg); N colmo: Conteudo de N no colmo (mg); N raiz:
Conteudo de N na raiz (mg); N parte aérea: Conteudo de N na parte aérea (mg); N planta:
Conteudo de N na planta (mg); NUE: Eficiéncia de uso de N (g mg™'); NUpE: Eficiéncia de
absorgdo de N (mg mg'); NUtE: Eficiéncia de utilizagdo de N (g mg™'); NTrE: Eficiéncia de
translocagdo de N (mg mg™).

As alteragdes em NUpE acompanharam as diferengas no conteudo total de
N. No hibrido, fungo e consércio reduziram NUpE em 32,3% e 20%,
respectivamente. Em L80, apenas o consorcio aumentou significativamente essa
eficiéncia, em 27,5%; o aumento de 19,8% sob fungo nao diferiu do controle,
enquanto em P2 os incrementos foram de 33,4% e 56,9%, respectivamente (Tabela
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7). Para NUE, o consorcio reduziu o indice em 13,5% no hibrido, enquanto em P2
a bactéria promoveu redugédo de 15,8% e o consorcio, aumento de 13,7%. Néo
houve alteracao significativa de NUE em L80 (Tabela 7).

A NULE foi reduzida pelo fungo e pelo consorcio no hibrido e pelos trés
tratamentos nos dois parentais. Em P2, por exemplo, o consorcio aumentou NUpE
em 56,9% e NUE em 13,7%, mas reduziu NUtE em 29% (Tabela 7). Nesse
tratamento, portanto, o aumento na quantidade de N adquirida pela planta foi
proporcionalmente superior ao incremento de biomassa aérea. NUpE e NUtE
representam componentes distintos da eficiéncia global de uso de N, relacionados,
respectivamente, a capacidade de aquisicdo do nutriente e a conversao do N
adquirido em produgado vegetal, e podem variar de maneira independente entre
gendtipos (Moll et al., 1982; Xu et al., 2012).

Para NTrE, os trés tratamentos aumentaram os valores no hibrido,
enquanto em P2 apenas a bactéria promoveu alteragao significativa (Tabela 7). No
hibrido, os aumentos de NTrE ocorreram juntamente com redugbes de 39,4 a
52,6% no conteudo radicular de N. Para fungo e consorcio, a maior proporgéao de
N direcionada a parte aérea ndo esteve associada a uma maior aquisigao do
nutriente, uma vez que o conteudo total de N e de NUpE foi reduzido sob esses
tratamentos. Para a bactéria, apesar da redu¢cado do N radicular e do aumento de
NTrE, o conteudo total de N e de NUpE néo diferiu significativamente do controle
(Tabela 7).

Em P2, a resposta ao consorcio esteve diretamente relacionada ao
crescimento e ao status nutricional: a coinoculagdo aumentou o conteudo total de
N e NUpE em 56,9% e NUE em 13,7% (Tabela 7), juntamente com os aumentos
observados em MSF, MSR, MSPA e MST (Tabela 5). O aumento de 52,8% no
conteudo radicular de N (Tabela 7) também acompanhou o incremento de 22,5%
na MSR (Tabela 5), sugerindo que o maior desenvolvimento do sistema radicular
tenha contribuido para a aquisicdo de N sob baixa disponibilidade do nutriente.
Alteragdes na arquitetura e no desenvolvimento radicular estdo entre os
mecanismos pelos quais microrganismos associados as raizes podem ampliar a
exploragao do substrato e modificar a aquisicdo de nutrientes (Vacheron et al.,
2013; Pradhan et al., 2025). MPCVs como Enterobacter e Purpureocillium,
modulam a emissao de raizes laterais e pelos radiculares via sintese de auxinas

(AIA) e reducao de etileno (ACC desaminase) (Orozco-Mosqueda et al., 2020;
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Rigobelo et al., 2024a). Nesse caso, 0 maior crescimento sob consorcio esteve
associado principalmente ao aumento da aquisi¢ao de N, tendo em vista que essa
condigdo ndo promoveu aumento significativo de A no efeito geral dos tratamentos.
Por consequéncia, o ganho de biomassa observado em P2 ndo pode ser atribuido
simplesmente a um aumento da taxa fotossintética.

Em L80, o consodrcio aumentou NUpE e o conteudo total de N, enquanto os
aumentos numéricos de 19,8% observados para ambas as variaveis sob fungo néo
foram significativos e nenhum dos dois tratamentos promoveu aumento significativo
de MSPA ou NUE (Tabela 5 e Tabela 7). Na condi¢gao de inoculagdo com consorcio,
o incremento de 27,5% no conteudo total de N (Tabela 7) ocorreu juntamente com
aumentos de 31,3% na MSR e de 13,9% na MST (Tabela 5), enquanto o conteudo
de N da parte aérea aumentou 38,3% (Tabela 7). O N adicional adquirido, portanto,
nao resultou em aumento proporcional da biomassa da parte aérea, o que €
compativel com a reducao de NULE nesse tratamento. Para fungo, os aumentos
numeéricos de NUpE e do conteudo total de N n&o diferiram do controle e ndo foram
acompanhados por incremento significativo de biomassa, embora essa condigéo
tenha aumentado A quando os gendtipos foram considerados conjuntamente.
Como nao houve interacdo G x M para A, esse efeito fotossintético ndo pode ser
atribuido especificamente a L80, mas mostra que maior assimilacdo de carbono no
conjunto dos gendtipos ndo implicou, necessariamente, maior producédo de
biomassa em cada gendtipo.

No hibrido, fungo e consorcio reduziram NUpE e o conteudo total de N
(Tabela 7), acompanhando as reducdes observadas em MSR e MST (Tabela 5). A
bactéria também reduziu MSR e MST, mas ndo promoveu redugéo significativa de
NUPpPE ou do conteudo total de N. Importante destacar que a bactéria aumentou em
45,2% o conteudo de N da parte aérea, mas reduziu em 46,4% o conteudo de N
radicular e ndo alterou significativamente o conteudo total de N da planta, apesar
da reducdo numérica de 10,4% (Tabela 7), indicando que, nessa condigdo,
Enterobacter sp. S3103 alterou a distribuicdo do N acumulado entre a parte aérea
e as raizes, sem alteracao significativa da aquisicdo global do nutriente. Esse
resultado também deve ser considerado em conjunto com as trocas gasosas, haja
vista bactéria e fungo aumentaram A no efeito geral dos tratamentos, enquanto, no
hibrido, fungo e consoércio reduziram a aquisicdo de N, e os trés tratamentos

reduziram o acumulo de biomassa radicular e total sob inoculagdo. Novamente,
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como a interacédo G x M nao foi significativa para A, nao € possivel atribuir esse
aumento fotossintético especificamente ao hibrido, ainda assim, a analise conjunta
das variaveis mostra que o efeito positivo dos microrganismos sobre a assimilagao
instantanea de CO2 nado foi acompanhado por um aumento generalizado da
aquisi¢ao de N ou da biomassa.

Considerando que a eficiéncia de uso de N resulta da integracdo entre
absorcao, translocacdo, assimilacdo e utilizagdo do nutriente, alteracdes positivas
em apenas um desses componentes nao implicam necessariamente maior eficiéncia
global ou maior produgao de biomassa (Roell e Zurbriggen, 2020; Leal Junior et al.,
2025). Da mesma forma, os resultados mostram que maior taxa fotossintética
instantédnea ndo necessariamente se traduz em maior acumulo de matéria seca,
considerando que o crescimento depende também da aquisicdo e utilizacdo de
nutrientes, da respiracdo e da particdo do carbono assimilado. Essa relagao fica
particularmente evidente no contraste entre P2 e o hibrido: em P2, o maior
crescimento sob consorcio coincidiu com maior aquisicdo de N, mesmo sem
aumento significativo de A; no hibrido, por outro lado, as redugbées de NUpE sob o
fungo e consorcio e de biomassa sob os tratamentos microbianos ocorreram em um

experimento no qual as inoculagdes individuais promoveram aumento geral de A.

5.4 Expressao da heterose e indicios de transgressividade génica sob
inoculagao microbiana e estresse por baixo N

A exploragao da heterose constitui uma estratégia central para obtencao
de hibridos superiores em milho. Entretanto, sua magnitude e diregdo variam entre
caracteres e condicbes ambientais, tornando importante identificar quais atributos
efetivamente expressam vantagem do hibrido sob baixa disponibilidade de N. Em
milho-pipoca, essa informacao pode auxiliar tanto na escolha de combinacdes
parentais quanto na definicdo de caracteres com maior potencial de exploragdao em
programas de melhoramento voltados a eficiéncia no uso de nutrientes (Santos et
al., 2019; Santos et al., 2023a). Nesse contexto, avaliar a heterose sob diferentes
inoculagdes também permite determinar se a associagdao com MPCVs modifica os
caracteres nos quais a superioridade hibrida se manifesta.

Para as trocas gasosas, nao foram observadas heterose (H%) ou
heterobeltiose (Htb%) positivas e significativas em nenhuma das condigbes

avaliadas (Tabela 8). No controle, o hibrido apresentou H% negativa para A (-
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16,3%), gs (-19,1%) e E (-15,9%), acompanhada de Htb% também negativa e
significativa (-20,3%, -25,4% e -21,2%) (Tabela 8). Sob inoculagédo bacteriana, a
resposta negativa foi mais evidente: A, gs, Ci e E apresentaram H% de -12,6%, -
26,0%, -27,5% e -21,1%, respectivamente, acompanhada de Htb% também
negativa e significativa para gs, Ci e E (-28,2%, -29,7% e -23,7%) (Tabela 8). Sob
inoculacdo fungica, somente gs e E apresentaram H% e Htb% negativas e
significativas (H% de -18,2% e -13,3% e Htb% de -21,6% e -16,0%,
respectivamente). Enquanto em A, somente a Htb% foi negativa e significativa (-
15,1%) (Tabela 8), com a coinoculagao, por outro lado, nenhum dos quatro
caracteres de trocas gasosas apresentou H% e/ou Htb% significativas (Tabela 8).
Assim, embora as inoculag¢des tenham modificado as trocas gasosas dos genétipos
individualmente, esses caracteres ndo apresentaram, nas condi¢cdes avaliadas,
evidéncia de vantagem heterotica positiva que justificasse sua priorizagao direta

para exploragao do vigor hibrido.



Tabela 8. Médias dos parentais P2 e L80 e do hibrido P2xL80, estimativas de heterose (H%) e heterobeltiose (Htb%) e respectivas
significancias para as caracteristicas avaliadas em experimentos com genétipos de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa
disponibilidade de N e submetidos a inoculagdo com Enterobacter sp. S3103 (bactéria), Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1 (fungo), o
consorcio entre ambos e um controle sem inoculagéo que foram avaliados no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de vegetacao.

Condigao Caracteristica P2 L80 H H (%) Sig. H Htb (%) Sig. Htb

A 18,543 20,525 16,360 -16,3 * -20,3 *

gs 0,115 0,135 0,101 -19,1 * -254 *

Ci 115,951 131,942 123,592 -0,3 ns -6,3 ns

E 2,015 2,300 1,814 -15,9 * -21,2 *

MSF 2,765 2,439 2,926 12,5 * 5,8 ns

MSC 2,727 1,885 2,737 18,7 b 0,3 ns

MSR 5,046 3,611 12,911 198,3 o 155,9 o

MSPA 5,493 4,324 5,663 15,4 b 3,1 ns

MST 10,539 7,934 18,574 101,1 oxx 76,2 orx

c AP 36,500 27,571 32,167 0,4 ns -11,9 b

ontrole

DC 11,109 11,681 12,982 13,9 oxx 11,1 orx

N folha 29,518 25,706 29,461 6,7 ns -0,2 ns

N colmo 9,715 8,269 12,302 36,8 ns 26,6 ns

N raiz 27,039 25918 64,436 143,3 e 138,3 e

N parte aérea 39,233 33,975 41,763 141 ns 6,4 ns

N planta 66,273 59,893 106,198 68,3 f 60,2 fe

NUE 0,049 0,038 0,050 15,4 * 3,1 ns

NUpE 0,590 0,533 0,945 68,3 o 60,2 o

NULE 0,141 0,128 0,136 1,3 ns -3,3 ns

NTrE 0,594 0,584 0,399 -32,2 bl -32,8 e

19
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Condigao Caracteristica P2 L80 H H (%) Sig. H Htb (%) Sig. Htb
A 23,156 22,645 20,006 -12,6 * -13,6 ns
gs 0,164 0,155 0,118 -26,0 o -28,2 i
Ci 147,203 138,323 103,496 -27,5 * -29,7 *
E 2,713 2,540 2,071 -21,1 i -23,7 il
MSF 2,410 2,198 3,085 33,9 b 28,0 i
MSC 2,213 1,797 3,030 51,1 i 36,9 b
MSR 3,131 3,231 4,837 52,0 b 49,7 i
MSPA 4,623 3,995 6,115 41,9 i 32,3 il
MST 7,754 7,226 10,952 46,2 b 41,2 i
Bactéria AP 37,071 26,014 32,386 2,7 ns -12,6 i
DC 11,213 11,834 12,706 10,3 i 7,4 *
N folha 31,346 29,526 39,548 29,9 i 26,2 i
N colmo 9,557 11,637 21,095 99,1 i 81,3 b
N raiz 16,681 22,595 34,537 75,9 i 52,9 **
N parte aérea 40,903 41,163 60,642 47,8 o 47,3 FrE
N planta 57,585 63,758 95,179 56,9 i 49,3 i
NUE 0,041 0,036 0,054 41,9 i 32,3 e
NUpE 0,513 0,567 0,847 56,9 b 49,3 i
NUtE 0,114 0,100 0,102 -5,2 ns -11,1 *
NTrE 0,726 0,641 0,638 -6,6 ns -12,0 *

29
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Condigao Caracteristica P2 L80 H H (%) Sig. H Htb (%) Sig. Htb
A 21,740 24,282 20,607 -10,4 ns -15,1 *
gs 0,146 0,159 0,125 -18,2 * -21,6 *
Ci 132,983 122,741 112,946 -11,7 ns -15,1 ns
E 2,496 2,662 2,235 -13,3 * -16,0 *
MSF 3,043 2,472 2,937 6,5 ns -3,5 ns
MSC 3,022 2,107 2,818 9,9 ns -6,7 ns
MSR 5,271 3,663 4,748 6,3 ns -9,9 ns
MSPA 6,065 4,579 5,756 8,1 ns -5,1 ns
MST 11,336 8,242 10,503 7,3 ns -7,3 ns
Fungo AP 42,371 28,557 32,967 -7,0 * -22,2 e
DC 11,441 12,111 12,637 7,3 * 4,3 ns
N folha 32,127 27,675 24,953 -16,5 * -22,3 *
N colmo 20,020 17,633 16,394 -12,9 ns -18,1 ns
N raiz 36,230 26,462 30,554 -2,5 ns -15,7 ns
N parte aérea 52,147 45,308 41,346 -15,1 * -20,7 *
N planta 88,377 71,770 71,901 -10,2 ns -18,6 *
NUE 0,054 0,041 0,051 8,1 ns -5,1 ns
NUpE 0,787 0,639 0,640 -10,2 ns -18,6 **
NUtE 0,117 0,102 0,140 27,9 b 19,8 o
NTrE 0,590 0,633 0,573 -6,3 ns -9.4 ns

€9
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Condigao Caracteristica P2 L80 H H (%) Sig. H Htb (%) Sig. Htb
A 19,085 21,262 21,608 7.1 ns 1,6 ns
gs 0,126 0,136 0,135 3,6 ns -0,2 ns
Ci 136,567 119,352 119,560 -6,6 ns -12,5 ns
E 2,240 2,380 2,338 1,2 ns -1,8 ns

MSF 3,420 2,328 2,553 -11,2 * -25,4 b
MSC 2,825 1,968 2,347 -2,1 ns -16,9 *
MSR 6,180 4,740 7,475 36,9 o 20,9 o
MSPA 6,246 4,296 4,901 -7,0 ns -21,5 o
MST 12,426 9,036 12,375 15,3 o -0,4 ns

Conséreio AP 40,914 28,800 30,533 -12,4 o -25,4 o

DC 11,059 12,096 12,392 7,0 * 2,4 ns

N folha 42,312 30,141 29,271 -19,2 ** -30,8 o

N colmo 20,334 16,847 16,647 -10,5 ns -18,1 ns

N raiz 41,310 29,400 39,025 10,4 ns -5,5 ns

N parte aérea 62,645 46,987 45,918 -16,2 * -26,7 o
N planta 103,955 76,387 84,944 -5,8 ns -18,3 **
NUE 0,056 0,038 0,044 -7,0 ns -21,5 o
NUpE 0,925 0,680 0,756 -5,8 ns -18,3 **
NUtE 0,100 0,093 0,107 11,4 ns 7,3 ns
NTrE 0,604 0,619 0,542 -11,5 ns -12,5 ns

H (%) = heterose calculada em relagcdo a média dos parentais. A significaAncia de H% foi avaliada pelo teste t aplicado ao contraste entre a média do hibrido e a média dos
parentais [H — (P2 + L80)/2]. Htb (%) = heterobeltiose calculada em rela¢do ao parental de maior média para cada caracteristica e condi¢éo de inoculag&o. A significancia de
Htb% foi avaliada pelo teste t aplicado ao contraste entre a média do hibrido e a média desse parental. Os testes foram realizados com base no erro residual do modelo de
andlise de variancia, adotando-se 5% de probabilidade. *, ** e *** indicam significAncia a p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente; ns = nao significativo. H: hibrido
P2xL80; A: taxa fotossintética liquida (umol CO2 m2 s); gs: conduténcia estomatica (mmol CO2 m? s); E: taxa de transpiragdo (mmol H20 m? s); C;: concentragdo
intercelular de CO2 (umol CO2 mol'); MSF: massa seca foliar (g); MSC: massa seca do colmo (g); MSR: massa seca radicular (g); MSPA: massa seca da parte aérea (g);
MST: massa seca total (g); AP: altura de planta (cm); DC: didmetro do colmo (mm); N folha: Conteudo de N foliar (mg); N colmo: Contetudo de N no colmo (mg); N raiz:
Contetdo de N na raiz (mg); N parte aérea: Contetido de N na parte aérea (mg); N planta: Contetido de N na planta (mg); NUE: Eficiéncia de uso de N (g mg™); NUpE:
Eficiéncia de absorgao de N (mg mg™); NUtE: Eficiéncia de utilizagdo de N (g mg™); NTrE: Eficiéncia de translocagéo de N (mg mg-).
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O padrao foi diferente para os caracteres de crescimento. Na auséncia de
inoculagcdo, MSF, MSC, MSR, MSPA, MST e DC apresentaram H% positiva e
significativa. Entretanto, apenas MSR, MST e DC também apresentaram Htb%
positiva e significativa, com valores de 155,9%, 76,2% e 11,1%, respectivamente.
A MSR destacou-se particularmente, com H% de 198,3% (Tabela 8), demonstrando
que a superioridade do hibrido sob baixo N esteve fortemente associada ao
desenvolvimento do sistema radicular. A MST apresentou comportamento
semelhante, com H% de 101,1% (Tabela 8), indicando que essa vantagem radicular
foi acompanhada por superioridade no acumulo total de biomassa. Isto nos permite
inferir que, sob baixo N e na auséncia de inoculagao, o hibrido intensificou o
investimento no sistema radicular como possivel estratégia adaptativa para ampliar
a exploracdo do substrato e compensar a limitagdo nutricional (Lynch, 2013). Em
contraste, a AP nado apresentou H% significativa e exibiu Htb% negativa (-11,9%)
(Tabela 8), evidenciando que maior altura nao constituiu componente da
superioridade hibrida nessa condigéo.

A inoculacdo com Enterobacter sp. S3103 foi a condicdo que revelou o
conjunto mais amplo de caracteres com H% e Htb% positivas e significativas. MSF,
MSC, MSR, MSPA e MST apresentaram H% de 33,9%, 51,1%, 52,0%, 41,9% e
46,2%, respectivamente, acompanhadas por Htb% de 28,0%, 36,9%, 49,7%,
32,3% e 41,2%. O DC também manteve vantagem significativa, com H% de 10,3%
e Htb% de 7,4% (Tabela 8). Portanto, diferentemente do controle, em que a
expressao mais pronunciada do vigor hibrido esteve concentrada principalmente
na raiz e na biomassa total, a inoculagdo bacteriana ampliou essa vantagem para
diferentes componentes da biomassa aérea e radicular. Para o melhoramento, esse
resultado indica que caracteres relacionados ao acumulo de matéria seca
apresentam elevado potencial para exploracdo da superioridade hibrida na
presenca da bactéria. Esse padrao € coerente com a hipétese de que a presencga
do microrganismo pode ter reduzido a pressao por exploragao radicular sob baixo
nivel de N, permitindo que o hibrido direcionasse mais recursos para crescimento
estrutural e acumulo de matéria seca acima do solo (Yafiez et al., 2023; Menge et
al., 2024; Perkowski et al., 2024; Galindo et al., 2025).

A inoculagao isolada com P. aff. lilacinum FSC-1 produziu um padrao mais
restrito. Nenhum componente de biomassa apresentou H% significativa, enquanto
DC manteve H% positiva (7,3%). A AP apresentou H% e Htb% negativa (-7,0% e -
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22,2%, respectivamente) (Tabela 8). Dessa forma, entre os caracteres morfoldgicos
avaliados, o DC foi o Unico a manter vantagem hibrida estatisticamente sustentada
sob inoculagdo fungica.

Sob coinoculacao, a resposta também foi especifica para determinadas
caracteristicas. A MSR apresentou H% de 36,9% e Htb% de 20,9%, ambas
significativas, enquanto a MST apresentou H% positiva de 15,3%, ndo tendo
superado significativamente P2 (genitor superior desta caracteristica). O DC
novamente apresentou H% positiva (7,0%). Em contraste, a MSF apresentou H%
(-11,2%) e Htb% (-25,4%) negativas, e a AP também foi inferior tanto a média
parental (-12,4%) quanto a P2 (-25,4%). Para MSC e MSPA, a H% nao foi
significativa, embora o hibrido tenha apresentado valores significativamente
inferiores a P2 (Tabela 8). Assim, a coinoculagdo preservou vantagem hibrida
principalmente para o desenvolvimento radicular e para o diametro do colmo, mas
nao promoveu uma superioridade generalizada para o crescimento da parte aérea.

As estimativas de H% e Htb% para o conteudo de N variaram
acentuadamente em fungao da condi¢ao de inoculagdo e do tecido avaliado. No
controle, o hibrido apresentou H% e Htb% significativas apenas para o conteudo
de N na raiz (143,3% e 138,3%, respectivamente) e na planta inteira (68,3% e
60,2%) (Tabela 8). Esses resultados indicam que, na auséncia de inoculagao, o
vigor hibrido se expressa principalmente na aquisigdo de N pelo sistema radicular,
sem reflexo significativo na particado do nutriente para a parte aérea. Sob inoculagao
com Enterobacter sp. S3103, a H% e Htb% foram significativas em todos os tecidos
avaliados, com destaque para o colmo (99,1% e 81,3%), raiz (75,9% e 52,9%),
planta inteira (56,9% e 49,3%), parte aérea (47,8% e 47,3%) e folha (29,9% e
26,2%) (Tabela 8). A inoculagédo bacteriana promoveu, portanto, a expressao do
vigor hibrido também na particédo e translocacédo de N para a parte aérea, sugerindo
que o hibrido responde a interagdo com a bactéria promotora de crescimento de
forma superior a dos parentais. Em contraste, a inoculacdo com Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1 resultou em estimativas negativas de H% e Htb%, indicando menor
acumulo de N no hibrido em relacdo aos parentais. Essa inferioridade foi
significativa para a folha (-16,5% e -22,3%) e para a parte aérea (-15,1% e -20,7%),
além da Htb% negativa na planta inteira (-18,6%). Sob coinoculagéo, o padrao foi
semelhante ao do fungo isolado, com H% e Htb% negativas e significativas na folha
(-19,2% e -30,8%) e na parte aérea (-16,2% e -26,7%), bem como Htb% negativa
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na planta inteira (-18,3%) (Tabela 8). Esses resultados evidenciam que a presenca
do fungo, isoladamente ou em consércio, suprime a heterose do hibrido para o
acumulo de N, denotando transgressividade génica negativa.

Entre os componentes da eficiéncia de uso do N, também foram
observadas respostas contrastantes entre inoculagdes. No controle, NUE e NUpE
apresentaram H% positiva de 15,4% e 68,3%, respectivamente, mas somente
NUpE também apresentou Htb% positiva e significativa de 60,2% (Tabela 8). A
elevada vantagem hibrida para NUpE, juntamente com a forte H% observada para
MSR, indica que a aquisicdo de N constitui um componente particularmente
relevante da superioridade do hibrido sob baixo N na auséncia de inoculagdo. Em
contrapartida, NTrE apresentou H% (-32,2%) e Htb% (-32,8%) negativas e
significativas (Tabela 8). Também, para essa circunstancia, aventa-se
transgressividade génica negativa.

A inoculagao bacteriana modificou esse padrédo e promoveu H% e Htb%
positivas tanto para NUE quanto para NUpE. A NUE apresentou H% de 41,9% e
Htb% de 32,3%, enquanto NUpE apresentou valores de 56,9% e 49,3%,
respectivamente. NUtE e NTrE, por outro lado, ndo apresentaram diferencas
significativas para H%, enquanto para Htb%, ambas apresentaram valores
negativos significativos de -11,1% e -12,0%, respectivamente (Tabela 8). Assim, o
efeito favoravel da bactéria sobre a expressao do vigor hibrido esteve associado
principalmente a aquisicao de N e a eficiéncia global de uso do nutriente, além do
amplo conjunto de caracteres de biomassa favorecidos nessa condigao.

Com P. aff. lilacinum FSC-1, a resposta deslocou-se da aquisi¢ao para a
utilizacdo do N. A NUpE apresentou Htb% (-18,6%) negativa, enquanto NUtE
apresentou H% de 27,9% e Htb% de 19,8%, ambas significativas (Tabela 8). Esse
contraste demonstra que diferentes componentes da NUE podem apresentar bases
heterdticas distintas e responder de maneira oposta a inoculacdo microbiana.
Nesse caso, o fungo nédo favoreceu a vantagem hibrida para aquisicdao de N, mas
revelou superioridade do hibrido na utilizagao do nutriente absorvido.

Na coinoculagdo, nenhum dos componentes da eficiéncia de uso do N
tiveram H% significativa. NUE e NUpE apresentaram Htb% negativas e
significativas de -21,5% e -18,3%, respectivamente (Tabela 8).

A heterose, ou vigor hibrido, caracteriza-se, fundamentalmente, pela

vantagem adaptativa da progénie em relagdo a seus genitores, que pode ser
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quantificada por crescimento mais rapido, maior biomassa, maior fertilidade floral
e, consequentemente, maiores rendimentos (Birchler et al., 2010; Hallauer et al.,
2010). Geneticamente, o fendmeno é explicado por modelos classicos que incluem
a hipétese da dominéncia, relativa ao mascaramento de alelos recessivos
deletérios; a sobredominancia, que propde o desempenho superior de loci
heterozigotos (Moll et al., 1964); e a epistasia, referente as interagdes favoraveis
entre loci (Melchinger et al., 2007).

Contudo, revisdes recentes propdem que a heterose também deve ser
compreendida sob uma perspectiva integrada, na qual o vigor hibrido nao resulta
apenas da constituicdo genética intrinseca da planta, mas também das interagdes
entre o gendtipo e a microbiota associada, contribuindo para uma visédo ampliada
do fendmeno sob a 6tica do holobionte (Wagner et al., 2021; Hochholdinger e Yu,
2025).

Compreender como a heterose se manifesta sob condigdes de limitagdo de
N e como a associagdo com microrganismos benéficos modula essa resposta
constitui um campo de investigagdo promissor e ainda raramente explorado na
literatura. Contribuicbes nesse sentido podem ser inferidas, por analogia, a partir
do trabalho de Simao (2025), que investigou o potencial de um painel de bactérias
candidatas a solubilizagdo de fosfato e suas interagdes funcionais com gendétipos
de milho-pipoca. Nesse estudo observou-se que os efeitos de capacidade
especifica de combinagao associados aos componentes genéticos de dominancia
e epistasia, foram predominantes para a massa seca foliar e variaveis fisioldgicas,
denotando que a exploracao da heterose para eficiéncia no uso de nutrientes pode
ser potencializada pela interacdo com MPCVs.

Considerados em conjunto, os resultados do presente trabalho permitem
identificar caracteristicas com diferentes niveis de interesse para a exploragao do
vigor hibrido sob baixa disponibilidade de N. O DC foi a caracteristica mais
consistente, apresentando heterose positiva em todas as condi¢des (Tabela 8), o
que indica estabilidade da vantagem hibrida para essa caracteristica,
independentemente da inoculagdo. Essa resposta evidencia que, mesmo na
auséncia de incrementos expressivos em altura, o cruzamento avaliado manteve
vantagem estrutural associada ao maior espessamento do colmo, possivelmente

refletindo uma estratégia de crescimento com maior direcionamento de recursos
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para sustentacdo mecanica da parte aérea, em detrimento do alongamento
longitudinal.

A MSR também se destacou, com superioridade sobre a média dos pais e
sobre o genitor superior no controle, na inoculagdo bacteriana e na coinoculagao
(Tabela 8), revelando elevado potencial para exploragdo da arquitetura de
crescimento associada a aquisicdo de recursos sob deficiéncia de N. A MST
apresentou forte vantagem hibrida no controle e com a bactéria, enquanto os
demais componentes de biomassa mostraram resposta particularmente favoravel
a inoculacao bacteriana (Tabela 8).

Entre os caracteres relacionados ao N, N raiz, N planta e NUpE mostraram
maior potencial de exploracdo no controle e sob inoculacido bacteriana, enquanto
NUtE emergiu como caracteristica de maior interesse sob inoculagdo fungica.
Esses padrdes indicam que a superioridade hibrida para eficiéncia de uso do N ndo
decorre necessariamente dos mesmos processos fisiolégicos em todas as
condicdes, levando em consideragcao que determinadas combinacgdes favorecem
predominantemente a aquisicdo do nutriente, enquanto outras favorecem sua
utilizagdo. Para o programa de melhoramento, essa distingdo € relevante porque
permite direcionar a selegao de parentais e hibridos ndo apenas para a NUE final,
mas também para os componentes fisioldgicos responsaveis por sua expressao.

De modo geral, a inoculagao bacteriana foi a condigao que expbés o maior
numero de caracteres com H% e Htb% positivas, sobretudo para biomassa,
conteudos de N, NUE e NUpE. A inoculagdo fungica apresentou efeito mais
especifico, destacando NUtE, enquanto a coinoculagdo preservou vantagens
principalmente para MSR e DC (Tabela 8). Assim, a resposta heterética ndo deve
ser tratada como propriedade Uunica do hibrido, mas como caracteristica
dependente do carater e da condi¢ao biolégica em que o gendtipo € avaliado. A
identificacdo de MSR, DC, MST, NUpE e NUtE como caracteres que expressam
vantagens hibridas em diferentes contextos fornece alvos mais definidos para
orientar a selecdo e a formagdo de combinacbes parentais destinadas ao
desenvolvimento de hibridos de milho-pipoca mais eficientes sob baixa
disponibilidade de N.

A ocorréncia de um hibrido (F1) muito superior ou muito inferior aos dois
genitores constitui uma pista relevante de forte ndo aditividade genética e pode

levantar a hipétese de participacdo de epistasia na expressdo dos caracteres
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(Rieseberg et al., 1999; Mackay et al., 2021). No presente trabalho, os resultados
forneceram indicios nesse sentido, especialmente pela ocorréncia de
transgressdes pronunciadas e pela mudanga da magnitude ou da direcdo da
heterose entre as condi¢gdes de inoculagéo.

A arquitetura genética que propicia a transgressao € comum em
populagdes cultivadas (Rieseberg et al., 2003). Em relagéo a transgressao positiva
(F1 superior aos dois parentais), no controle os casos mais evidentes foram
observados para MSR, MST, N raiz, N planta e NUpE. Sob inoculag&o bacteriana,
o padréo se ampliou, com o F1 superando os dois parentais para MSF, MSC, MSR,
MSPA, MST, DC, N folha, N colmo, N raiz, N parte aérea, N planta, NUE e NUpE.
Sob inoculagao fungica, o caso positivo mais consistente foi NUtE, enquanto no
consorcio MSR permaneceu como um caso claro de superioridade transgressiva
(Tabela 8).

Houve também situagdes em que o F1ficou abaixo de ambos os genitores,
caracterizando transgressao negativa. No controle, A, gs, E e NTrE apresentaram
F1 abaixo dos dois parentais, sendo NTrE o exemplo mais expressivo. Sob
inoculagao bacteriana, a depressao hibrida para caracteres de trocas gasosas foi
mais evidente, com o F1 abaixo dos dois parentais para A, gs, Cie E. Sob inoculagao
fungica isto ocorreu para A, gs, E, N folha e N parte aérea. No consorcio, N folha e
N parte aérea foram os principais exemplos, enquanto varias outras caracteristicas
apresentaram heterobeltiose negativa sem, contudo, ficarem abaixo dos dois
parentais (Tabela 8).

Um aspecto que se deve destacar ocorreu sob a inoculacdo bacteriana: o
mesmo ambiente em que ocorreu forte superioridade do F1 para biomassa,
conteudos de N e NUpE também produziu inferioridade transgressiva para varios
componentes das trocas gasosas. Essa oposicao entre conjuntos de caracteres é
uma pista de que a epistasia possa influenciar a expressao fenotipica, o que, se
confirmado, requereria maior acuidade no procedimento seletivo para identificacédo
de individuos de interesse para o melhoramento aplicado (Perkins e Jinks, 1970;
Melchinger et al., 2007; Labroo et al., 2021).

A pista de epistasia ganha forga porque o mesmo cruzamento muda de
magnitude e, em alguns caracteres, de dire¢do conforme a condigdo microbiana.
NUpE é o exemplo mais claro: o hibrido supera os dois parentais no controle e sob

bactéria, aproxima-se da amplitude parental sob fungo e retoma posi¢cao
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intermediaria no consorcio. A taxa de transpiragao (E) segue padrao analogo, com
transgressdo negativa no controle e sob bactéria, permanece numericamente
abaixo dos pais sob fungo e aproxima-se da amplitude parental no consorcio. Essa
dependéncia da nao aditividade em relagdo ao ambiente microbiano aponta para
arquitetura genética complexa e sustenta a hipotese de interagbes génicas
condicionadas pelo ambiente (Perkins e Jinks, 1970; Mather e Jinks, 1982; Li et al.,
2018).

Contudo, é importante ressaltar que o delineamento com apenas dois
genitores e o F1 ndo permite decompor os componentes da agao génica, como
dominancia, sobredominancia e epistasia (Cockerham,1954; Mather e Jinks, 1982;
Falconer e Mackay, 1996). Para confirmar a hipétese de epistasia, seriam
necessarias geragcdes segregantes ou delineamentos genéticos especificos. A
analise de médias de geracdes, empregando geragdes segregantes como F2 e
retrocruzamentos, permite estimar e testar os componentes aditivo, dominante e
epistatico (Jinks, 1956; Mather e Jinks, 1982). Dialelos ampliados com a insergao
da geracao F2 possibilitam a decomposicdo dos componentes da agdo génica
(Hayman, 1954; Griffing, 1956), e desvios do modelo dialélico fornecem teste para
epistasia e ligagao (Gardner e Eberhart, 1966). Em milho, tais procedimentos sao
consolidados para a estimativa de componentes de variancia e de agao génica
(Hallauer et al., 2010; Cruz et al., 2014).
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que a inoculagao, isolada ou consorciada,
de Enterobacter sp. S3103 e Purpureocillium aff. lilacinum FSC-1 alterou a resposta
morfofisiolégica e nutricional de gendétipos de milho-pipoca contrastantes para a
NUE em condicdo limitante de N, com efeitos fortemente dependentes da
combinagao especifica entre gendtipo e indculo. De forma geral, os microrganismos
estimularam as trocas gasosas foliares, com incrementos na A, gs e E, sem
alteracédo de C; Contudo, na maioria das situagdes, esse estimulo ndo gerou um
maior acumulo de biomassa, um descompasso possivelmente associado ao curto
periodo de avaliagéo (estadio V5) e as condigbes de baixa disponibilidade de N
impostas.

As respostas quanto ao conteudo de N e as eficiéncias de uso de N
variaram conforme o genétipo. Na linhagem eficiente e responsiva (P2), o consorcio
microbiano destacou-se por elevar o N em todos os compartimentos e incrementar
a NUpE e a NUE. Na linhagem ineficiente (L80), os beneficios concentraram-se no
acumulo de N no colmo. No hibrido, por outro lado, predominaram efeitos negativos
sobre a biomassa e a NUpE. Em conjunto, esses resultados evidenciaram o
desacoplamento entre a assimilagdo instantdnea de CO2, a aquisicdo de N e o
acumulo de matéria seca, confirmando que a NUE integra componentes que variam
de forma independente e que alteragdes positivas em um Unico componente nao

asseguram ganho global de eficiéncia ou de biomassa.
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A analise das estimativas de heterose evidenciou ampla variacdo da
resposta do hibrido P2xL80 entre caracteristicas e condi¢gbes microbianas, com
casos de transgressao positiva, em que o F1 superou ambos os parentais, e de
transgressédo negativa, em que apresentou meédia inferior a dos dois genitores.
Entre os exemplos positivos mais expressivos destacaram-se MSR, MST, N raiz, N
planta e NUpE no controle, além de um conjunto amplo de caracteristicas de
biomassa e eficiéncia de N sob inoculagdo bacteriana. Em sentido oposto,
caracteres de trocas gasosas apresentaram depresséo hibrida particularmente
acentuada sob bactéria; N folha e N parte aérea apresentaram transgressao
negativa sob fungo e consorcio e NTrE exibiu forte depresséao hibrida no controle.

Esses padrboes demonstram forte expressdo de efeitos genéticos nao
aditivos, sugerindo "pistas de epistasia”, embora ndo possam ser atribuidos
exclusivamente a interagao entre alelos de locos distintos. A elevada magnitude de
algumas transgressdes, associada a mudancga de direcdo da heterose do mesmo
cruzamento entre condigbes microbianas, fornece pistas de que interagdes génicas
entre locos podem participar da resposta e que sua expressdo pode ser
condicionada pelo ambiente microbiano. Entretanto, a distingao entre dominancia,
sobredominéncia e epistasia exige delineamentos genéticos adicionais e nao pode
ser estabelecida apenas pelas médias dos dois parentais e do F1.

Conclui-se que a inoculagdao microbiana, especialmente em consorcio,
apresenta potencial para incrementar a NUE em gendtipos eficientes de milho-
pipoca, sendo sua recomendagao condicionada a base genética do material.
Estudos futuros, com avaliacbes em estadios mais avancados e maior periodo de
convivéncia planta-microrganismo, sdo necessarios para consolidar o uso desses
microrganismos como ferramenta de manejo sustentavel da adubagéao nitrogenada

e para orientar sua incorporagdo em programas de melhoramento genético.
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Figura Suplementar 1. Estimativas de médias de caracteristicas de crescimento
de trés gendtipos de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa disponibilidade
de N e submetidos a inoculagdo com Enterobacter sp. S3103, Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1, o consércio entre ambos e um controle sem inoculacao, avaliados
no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de vegetagéo. * Diferenga significativa em
relagéo ao respectivo controle dentro de cada gendétipo pelo teste de Dunnett (p <
0,05).
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Figura Suplementar 2. Estimativas de médias de conteudo de N de trés gendtipos
de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa disponibilidade de N e
submetidos a inoculagdo com Enterobacter sp. S3103, Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1, o consércio entre ambos e um controle sem inoculagao, avaliados
no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de vegetagdo. * Diferenga significativa em
relagcao ao respectivo controle dentro de cada gendtipo pelo teste de Dunnett (p <

0,05).
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Figura Suplementar 3. Estimativas de médias de eficiéncia de uso de N de trés
gendtipos de milho-pipoca cultivados sob estresse por baixa disponibilidade de N e
submetidos a inoculagdo com Enterobacter sp. S3103, Purpureocillium aff.
lilacinum FSC-1, o consércio entre ambos e um controle sem inoculacéo, avaliados
no estadio V5, aos 36 DAP, em casa de vegetagdo. * Diferenca significativa em
relagdo ao respectivo controle dentro de cada gendtipo pelo teste de Dunnett (p <
0,05). NUE: Eficiéncia de uso de N; NUpE: Eficiéncia de absor¢cdo de N; NUtE:
Eficiéncia de utilizagdo de N; NTrE: Eficiéncia de translocagéo de N.
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