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RESUMO

A microbiota endofitica desempenha um papel fundamental na adaptagcado das
plantas a diferentes ambientes, influenciando sua resisténcia a estresses bidticos e
abidticos. Neste estudo, investigou-se a diversidade e composi¢do da microbiota
endofitica radicular em diferentes variedades de milho, incluindo o teosinto (Zea
luxurians), variedades crioulas de milho-pipoca (Roxa, Colorida e Vermelha) e um
hibrido transgénico SX 3197 TR, com o objetivo de avaliar o impacto do processo de
domesticacdo e do manejo agricola sobre a comunidade microbiana. A hipotese
testada foi de que a domesticagdo, o melhoramento genético e o cultivo em
ambientes com diferentes niveis de insumos influenciam diretamente a diversidade
da microbiota endofitica. As sementes foram coletadas em Anchieta (SC),
desinfestadas e germinadas em condi¢gdes controladas. O DNA microbiano das
raizes foi sequenciado (gene 16S rRNA) e analisado com os pacotes DADAZ2,
Phyloseq e Vegan. Os resultados mostraram que o teosinto, parente silvestre do
milho, teve a microbiota mais diversa, com 339 Unidades Taxonémicas Operacionais
(OTUs), incluindo bactérias ligadas a resisténcia a estresses. As variedades crioulas
apresentaram menos OTUs (Vermelha: 172, Roxa: 77, Colorida: 22), mas
mantiveram microrganismos adaptativos e potencialmente benéficos. O milho hibrido
transgénico teve 237 OTUs, mas concentradas em menos grupos microbianos,
possivelmente devido a sua base genética mais restrita e ao uso intensivo de
insumos no cultivo. A auséncia de OTUs em comum entre os gendtipos destaca a
influéncia do tipo de milho, do manejo e do ambiente na composi¢ao microbiana.
Esses achados reforcam a importancia de conservar a diversidade genética do milho
e de seu microbioma, especialmente em variedades menos domesticadas, que
podem servir de fonte para o desenvolvimento de bioinsumos e praticas agricolas
mais sustentaveis. Pesquisas futuras devem explorar o potencial funcional dessas

comunidades microbianas.

Palavras-chave: biodiversidade, domesticagdo, melhoramento genético, variedades

crioulas, milho
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RESUMEN

La microbiota endofitica desempena un papel fundamental en la adaptacion de las
plantas a diferentes ambientes, influyendo en su resistencia a estreses bidticos y
abidticos. En este estudio se investigd la diversidad y composicién de la microbiota
endofitica radicular en distintas variedades de maiz, incluyendo el teocintle (Zea
luxurians), variedades criollas de maiz-palomero (Roxa, Colorida y Vermelha) y un
hibrido transgénico (SX 3197 TR), con el objetivo de evaluar el impacto del proceso
de domesticaciéon y del manejo agricola sobre la comunidad microbiana. La hipétesis
evaluada fue que la domesticacion, el mejoramiento genético y el cultivo en
ambientes con distintos niveles de insumos influyen directamente en la diversidad de
la microbiota endofitica. Las semillas fueron recolectadas en Anchieta (SC),
desinfectadas y germinadas en condiciones controladas. EI ADN microbiano de las
raices fue secuenciado (gen 16S rRNA) y analizado con los paquetes DADAZ2,
Phyloseq y Vegan. Los resultados mostraron que el teocintle, pariente silvestre del
maiz, presentd la microbiota mas diversa, con 339 Unidades Taxondmicas
Operacionales (OTUs), incluyendo bacterias asociadas a la resistencia a estreses.
Las variedades criollas mostraron un menor numero de OTUs (Vermelha: 172, Roxa:
77, Colorida: 22), pero conservaron microorganismos adaptativos y potencialmente
beneficiosos. El maiz hibrido transgénico presenté 237 OTUs, concentradas en un
menor numero de grupos microbianos, posiblemente debido a su base genética mas
restringida y al uso intensivo de insumos en su cultivo. La ausencia de OTUs
compartidas entre los genotipos destaca la influencia del tipo de maiz, el manejo y el
ambiente en la composicion de la comunidad microbiana. Estos hallazgos refuerzan
la importancia de conservar la diversidad genética del maiz y su microbioma,
especialmente en variedades menos domesticadas, que pueden ser fuentes valiosas
de microorganismos beneficiosos para el desarrollo de bioinsumos y practicas
agricolas mas sostenibles. Futuros estudios deben profundizar en el potencial

funcional de estas comunidades microbianas.

Palabras clave: biodiversidad, domesticacion, mejoramiento genético, razas locales,

maiz
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ABSTRACT

Endophytic microbiota plays a key role in plant adaptation to different environments,
influencing their resistance to biotic and abiotic stresses. This study investigated the
diversity and composition of root endophytic microbiota in different maize varieties,
including teosinte (Zea luxurians), creole popcorn varieties (Roxa, Colorida, and
Vermelha), and a transgenic hybrid (SX 3197 TR), aiming to assess the impact of
domestication and agricultural management on microbial communities. The tested
hypothesis was that domestication, genetic improvement, and cultivation under
varying input levels directly affect endophytic microbiota diversity. Seeds were
collected in Anchieta (SC), surface-sterilized, and germinated under controlled
conditions. Root microbial DNA was sequenced (16S rRNA gene) and analyzed
using the DADAZ2, Phyloseq, and Vegan packages.Results showed that teosinte, the
wild relative of maize, had the most diverse microbiota, with 339 Operational
Taxonomic Units (OTUs), including bacteria associated with stress resistance. The
creole varieties showed fewer OTUs (Vermelha: 172, Roxa: 77, Colorida: 22), but
maintained adaptive and potentially beneficial microorganisms. The transgenic hybrid
maize presented 237 OTUs, but concentrated within fewer microbial groups, possibly
due to its narrower genetic base and the high-input cultivation environment. The
absence of shared OTUs among genotypes highlights the influence of genotype,
management, and environmental conditions on microbial community composition.
These findings emphasize the importance of conserving maize genetic and microbial
diversity, especially in less domesticated varieties, which may serve as valuable
sources of beneficial microorganisms for the development of bioinputs and more
sustainable agricultural practices. Future studies should further explore the functional

potential of these microbial communities.

Key words: biodiversity, domestication, genetic improvement, landraces, corn
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1 INTRODUGAO

A diversidade é inata a natureza. Desde os primérdios, a vida na Terra surge,
evolui e, por vezes, desaparece. Muitas espécies que outrora compunham a
biodiversidade deste planeta, hoje estao presentes apenas como vestigios histéricos
do que um dia foram. Essa dinamicidade do ecossistema da-se pelos fatores
ambientais que integram a Teoria da Sele¢ao Natural, proposta por Charles Darwin,
mas também é influenciada artificialmente quando somada as preferéncias humanas

no que se refere as culturas agricolas (Brisgewater; Rotherham; Rozzi, 2019).

O surgimento de variedades de determinada espécie, como o milho, foi
possibilitado, tanto por fatores bidticos e abiéticos, quanto pela preferéncia humana
em relacdo ao tamanho da parte comestivel, a facilidade de obteng¢ao das sementes,
a resisténcia a seca, ao calor ou a doencgas, o gosto do alimento e sua cor (Buckler;
Stevens, 2006). O milho-pipoca diferencia-se do comum por ser mais delicado,
menor, de colmo mais fino, menor numero de folhas (Carpentieri-Pipolo et al.,2002),
cujo endosperma esta encapsulado (Corréa et al., 2001). A selec&o natural e cultural
foi responsavel pelo processo de domesticagcado dessa cultura que contribuiu para a
ampliagdo da variabilidade genética, bem como o aparecimento de variedades
crioulas com genética e fendtipos distintos, que sao provenientes de um parente

silvestre comum: o teosinto (Coutifio et al., 2008).

Os diferentes ambientes do planeta contribuem para a heterogeneidade
biologica de varios espécimes, em particular microbiolégicas e vegetais,
conferindo-lhes adaptabilidade aos fatores edafoclimaticos predominantes das
regides em que esses organismos se encontram (De Lima, 2020). Tais recursos
genéticos tem uso real ou potencial em programas de melhoramento genético que
visam identificar determinada caracteristica benéfica de uma espécie e transferi-la a
outra de interesse comercial (Faleiro et al., 2005). Entretanto, com o crescimento da
demanda mundial por alimentos, cada vez mais terras tem sua paisagem
transformada para suprir a necessidade do mercado e tem sua vegetacédo nativa
substituida, muitas vezes, por monoculturas que levam com elas variedades que
detinham potencial de acrescentar novas caracteristicas genéticas (Spirito; Vieli;

Montalba, 2022), e microbiolégicas a agrobiodiversidade vigente.
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A expansédo das fronteiras agricolas para suprir a urgéncia do mercado dada
ao aumento populacional e por demanda por alimentos, além de contribuir para a
perda de parentes silvestres das espécies agricolas, reduziu as variedades
consumidas pelos seres humanos. A titulo de informacao, cerca de 10 mil espécies
foram usadas na produgéo de alimentos e forragens desde os primordios da historia,
no entanto, passou para apenas 150 culturas na atualidade, sendo que somente 12
culturas agricolas sado responsaveis por fornecer 80% da energia necessaria para a
sobrevivéncia humana dos quais o trigo, o arroz, a batata e o milho s6 fornecem

60% de alimentos estaveis (Ahuja; Jain, 2015).

O processo de domesticacado vegetal, iniciado ha, aproximadamente, 10 mil
anos foi imprescindivel para a agricultura moderna ao tornar as cultivares mais
produtivas atendendo, dessa forma, a crescente demanda humana por alimentos
(Puugganan, 2019). A selegdo artificial comegou como um procedimento
inconsciente, nao intencional, responsavel pela maior parte das caracteristicas que
distinguem culturas domesticadas de seus parentes silvestres, incluindo a perda da
capacidade de dispersdo de sementes, periodos de germinagdo uniformes e mais
rapidos, aumento da porcdo comestivel, bem como mudangas em seu habito
reprodutivo, enquanto a transigdo consciente dessa seletividade ocorreu quando o
homem comecou a observar e favorecer a multiplicacdo dos individuos que
detinham caracteristicas preferenciais, como a cor do fruto e seu sabor (Heiser,
1988). Tal processo evolutivo, além de submeter as culturas agricolas a pressdes
ambientais distintas, estreitamento de base genética devido a agdes de selegao
intencional, que alterou o metabolismo dos vegetais, também ocasionou mudangas
na biodiversidade endofitica dessas espécies, selecionando os microrganismos com
melhor potencial adaptativo ao novo ambiente e as mudangas metabdlicas sofridas

pela planta (Hardoim et al., 2015).

Os parentes silvestres de espécies cultivadas, bem como as variedades
crioulas podem abrigar comunidades microbianas pouco exploradas de transmissao
vertical ou horizontal que podem desempenhar importante papel no crescimento
vegetal, como fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e quelagdo de ferro
(Hardoim et al., 2015); o seu desenvolvimento, ao melhorar a ecofisiologia das
hospedeiras e permitir que elas superem estresses abidticos, como a seca

(Nagabhyru et al., 2013) e a contaminagao por metais (Lee et al., 2021), além de
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conferir protegcdo ao receptaculo vegetal contra fitopatégenos ao secretarem, por
exemplo, metabdlitos secundarios volateis que suprimam ou mitiguem os efeitos

negativos dos patégenos na planta (Kottb et al., 2015).

Segundo Gutierrez e Grillo (2022), a partir do processo de domesticagao do
género Zea, foram selecionadas caracteristicas vegetais intimamente associadas ao
rendimento de graos, ocasionando, de maneira ndo proposital, mau desempenho
frente a estresses bidticos e abioticos, quando comparados com 0s progenitores
silvestres dessa cultura. Como ja demonstrado por Jacobs et al. (2023), o
microbioma de sementes de variedades crioulas exibe maior diversidade endofitica,
contrastando com as variedades hibridas que apresentam uma menor e mais
uniforme biodiversidade enddfita. Tal caracteristica pode ser evidenciada por meio
de estudos de metabarcoding que realgam uma forte relagcdo entre a diversidade de
microbiomas internos e a diminuicdo no percentual de produtividade das culturas,

bem como sua resisténcia a doencgas (Trivedi et al., 2020).

O atual modelo agricola, focado predominantemente em commodities e
produtividade, resultou em uma diminuicdo drastica na diversidade genética e
microbiolégica das espécies cultivadas (Larson et al., 2014). Essa reducéo, além de
limitar a capacidade das culturas em enfrentar as futuras mudangas climaticas,
também compromete a presenga quantitativa de microrganismos endofiticos
benéficos e essenciais ao desenvolvimento vegetal e a resisténcia a patégenos. A
biodiversidade microbiana presente em sementes de variedades crioulas e parentes
silvestres representa um vasto potencial biotecnolégico, tanto em termos de
aprimoramento da saude das cultivares, quanto para o desenvolvimento de solugdes
mais sustentaveis no combate a pragas e doencgas agricolas da atualidade e futuras

(Johnston-Monjem; Raizada, 2011).

Diante desse contexto, no caso da cultura do milho, especula-se que os
parentes silvestres, que se desenvolvem em ambientes com menor agao humana, e
variedades crioulas, que normalmente encontram-se em sistemas agricolas com uso
de adubagao orgéanica, possuem um microbioma mais diversos frente as variedades
que passam por processo de melhoramento formal, com expressivo estreitamento
genético, como variedades hibridas transgénicas, as quais sao, majoritariamente,

desenvolvidas em ambientes com grande entrada de insumos agricolas. A fim de
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testar essa hipotese, foi escolhido um microcentro de diversidade de milho,
localizado no municipio de Anchieta, em Santa Catarina, como fonte de
germoplasma crioulo de variedades de milho-pipoca, bem como de parentes
silvestres. Essa regido é conhecida pela forte presenga de agricultores familiares
que cultivam centenas de variedades locais de milho (Vogt, 2010), transmitidas ao
longo de geragdes. Algumas dessas sementes, segundo entrevistas com os proprios
agricultores, vém sendo selecionadas, colhidas e plantadas de maneira continua nos
ultimos 30 anos, representando uma valiosa parte da cultura e subsisténcia do local.
Além disso, nessa localidade, identificou-se a presenca do parente silvestre da
cultura, a espécie Zea Luxurians, teosinto conhecido popularmente como
dente-de-burro (Silva, 2015).

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo caracterizar a microbiota
residente de sementes crioulas de milho-pipoca, cultivadas em ambientes que
recebem adubacdo organica. Além disso, sera analisada a microbiota de seu
parente silvestre, o Zea luxurians, que se desenvolve em pastagens sem
interferéncia humana. Essas analises serdo comparadas a biodiversidade endofitica
de uma variedade comercial, um hibrido transgénico. A intencdo é observar se o
processo de domesticacdo e melhoramento genético, que estreita a base genética
das culturas agricolas, afetou a diversidade e composigdo do bacterioma. Caso
sejam comprovadas particularidades nas composigdes endofiticas, essas
informagdes poderédo ser uteis para o desenvolvimento de insumos biotecnolégicos

voltados a promogao de uma agricultura mais sustentavel.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar a microbiota residente de sementes crioulas de milho-pipoca
(Zea mays L.) e de um parente silvestre, comparando-a com a microbiota de uma
variedade hibrida transgénica para compreender como a domesticagcdo, o
melhoramento vegetal e o cultivo em diferentes ambientes agricolas, especialmente
no que se refere ao uso de insumos, podem ter influenciado a composi¢cao das

comunidades bacterianas associadas as sementes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter sementes de variedade crioulas de milho-pipoca, hibrida transgénicas e
de um parente silvestre da espécie, registrando informagdes sobre o manejo, origem
e caracteristicas.

Realizar a desinfestacdo superficial e germinagdo das sementes em
condi¢des controladas.

Extrair e isolar o DNA da microbiota endofitica presente nas radiculas das
plantulas das variedades testadas.

Amplificar e sequenciar as regides V3/V4 do gene 16S rRNA para caracterizar
as comunidades bacterianas associadas as sementes de cada gendtipo a partir de
Unidades Taxonémicas Operacionais (OTU'’s).

Processar os dados de metabarcoding utilizando ferramentas de
bioinformatica para descrever a diversidade alfa e beta, identificar taxons
dominantes e avaliar diferencas na composi¢cdo microbiana entre os genotipos
estudados.

Propor microrganismos endofiticos com potencial para promover o
crescimento vegetal ou contribuir para a agricultura sustentavel, com base em
analises taxondmicas.

Propor a utilizacdo de microorganismos, segundo as propriedades

encontradas, para sintese de bioprodutos visando uma agricultura mais sustentavel.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A DOMESTICAGAO VEGETAL: UM PROCESSO HUMANO (IN)CONSCIENTE

O surgimento da agricultura alterou drasticamente a maneira como 0 homem
interage com a natureza. H4, aproximadamente, 10 mil anos, o processo de
domesticacdo de espécies vegetais permitiu aumentar o consumo de graos e
cereais pelas crescentes comunidades humanas (Larson et al., 2014). Essa
dinamica entre o homem e a natureza pode ser dividida, com sugere Darwin (1868)
em seu livro “The Variation of animals and plants under domestication”, em duas
categorias: a domesticagcao inconsciente e a consciente ou intencional a partir da
acao humana sobre os distintos parentes silvestres que deram origem as atuais

espécies cultivadas.

O processo inconsciente da domesticagdo pode ser entendido como uma
acao instintiva e automatica cujo objetivo é preservar os individuos mais valiosos de
uma espécie, que provém alimentos para as comunidades hominideas em
detrimento das menos prerrogativas, nao intencionando mudangas na populagéo
vegetal (Heiser, 1988). A conscientizagao desse processo, por outro lado, surge
como uma extensao aprimorada do instinto de preservagdo, mas, agora, guiado por
preferéncias nascidas da observacdo dos individuos que compdem determinada
cultura (Zeder et al., 2006). As predilegdes podem ser referentes a cor da semente
ou do fruto, uma vez que esse processo ocasiona alteragdes intencionais na
populacao que, ao longo do tempo, facilitam e padronizam a obtengao dos alimentos
detentores dos caracteres escolhidos por homogeneizar o desenvolvimento da
espécie cultivada e favorecer o acesso ao alimento (Puruggnan, 2019). Dessa
forma, enquanto a selegdo n&o intencional é responsavel pelas caracteristicas
tipicas de culturas domesticadas, que as distinguem do progenitor silvestre, como a
perda de mecanismos naturais de dispersdo das sementes, amadurecimento
simultdneo e propagulos maiores, a racionalizagdo dessa pratica, traz a
predominancia de caracteres secundarios, promovendo, dessa forma, um processo
co-evolutivo das plantas sobre novos ambientes agricolas, combinando a selecao

natural com as preferéncias das distintas populagées humanas (Heiser, 1988).

Entre as espécies cultivadas, o milho (Z. mays ssp. Mays), domesticado ha

sete mil anos no México central, destaca-se como um exemplo pragmatico que
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elucida as modificagdes ocasionadas por esse processo. Sendo uma cultura quase
onipresente na atualidade devido as suas diversas aplicagdes, desde alimenticias
(Rouf Shah; Prasad; Kumar, 2016) até composicao de biocombustiveis (Veljkovic et
al., 2018), essa cultivar diverge vulgarmente do teosinto, seu ancestral silvestre,
tanto em morfologia com caule unico, espigas e grdos maiores e mais uniformes
(Figura 1) (Stitzer; Ross-Ibarra, 2018), quanto bioquimicamente em relagéo ao seu
maior conteudo de carboidratos € menor indice proteico (Figura 2) (Flint; Bodnar;
Scott, 2009).

Figura 1 - Comparagédo morfologica entre teosinto (a) e milho (b)

(@)

Fonte: Stitzer; Ross Ibarra, 2018
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Figura 2 — Comparacao conteudo nutricional teosinto x milho
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Fonte: Adaptado de (Flint; Bodnar; Scott, 2009)

A trajetéria percorrida pelo teosinto, desde seu centro de origem, no México,
até sua instalagdo, com exemplares semi-domesticados nas Américas Central e do
Sul (Costa et al., 2024), acompanharam a migragcdo humana e submeteram a
espécie a diferentes pressdes ambientais, possibilitando o surgimento de variedades
adaptadas aos fatores edafoclimaticos das diversas localidades onde fora cultivado,
como a umidade, nutrientes presentes no solo e distintas temperaturas (Buckler;
Stevens, 2006). Tais diversidades fenotipicas e metabdlicas originaram variedades
tradicionais detentoras de caracteristicas morfolégicas e de metabolismo Unicas,
capazes nao sO6 de nutrir a espécie humana, como também tornar-se lar de

comunidades microbianas heterogéneas (Johnston-Monje; Raizada, 2011).

2.2 CULTIVANDO A REVOLUCAO: MONOCULTIVOS E SEUS IMPACTOS

A prevaléncia da espécie humana e seu rapido crescimento lancaram luz a
amedrontadoras teorias de escassez alimenticia, como a postulada, em 1798, por

Thomas Malthus, na qual salientava que a expansao humana ocorria de maneira
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exponencial, enquanto a produgao de alimentos caminhava aritmeticamente, criando
um descompasso entre ambas. Este cenario impulsionou, principalmente, iniciativas
de pesquisa e desenvolvimento tecnolégicos focados no aumento da producéo e
eficiéncia agricola industrial para maximizar a produtividade de safras de
monoculturas de graos de cereais a fim de ajudar os paises emergentes a atender
as crescentes necessidades de sua populagdo, (Kendall, 2000). Tais esforgos
culminaram no marco conhecido como Revolugao Verde, cujas producdes agricolas
conseguiram superar o crescimento populacional com a larga utilizagdo de sementes
melhoradas em detrimentos das tradicionais, agrotoxicos, fertilizantes, sistemas de
irrigacéo e a mecanizagao das colheitas nos monocultivos, quebrando, dessa forma,

as teorias malthusianas postuladas (Wik et al., 2008).

A expansao dos monocultivos, apesar de proporcionar o abastecimento da
crescente demanda mundial por alimentos, traz grandes desbalangos ecoldgicos das
regides impactadas pela agcdo antropogénica (Kaur et al., 2024), uma vez que a
producao agricola diminui a biodiversidade local substituindo vegetagdes endémicas
por culturas comerciais projetadas geneticamente para o maximo rendimento em
curtos periodos (Laurance; Sayer; Cassman, 2014). Essa degradagao da paisagem,
onde a agricultura € considerada o principal motor de mudanca, arrisca o
funcionamento de importantes servigcos ecolégicos, como as dinamicas de
polinizagdo, a purificagdo da agua e a riqueza bidtica do solo, uma vez que ha
simplificacdo da paisagem a fim de dar espago ao manejo intensivo da terra a partir
da producédo de culturas de uma unica espécie e variedade (Suarez; Gwozdz, 2023).
Esses impactos ambientais repercutem, frequentemente, no ambito social e
econdmico, intensificando a desigualdade e influindo sobre os padrdes alimentares

das comunidades locais.

A substituicdo de variedades tradicionais por cultivares mais rentaveis do
agronegocio, modifica os habitos alimentares e sociais da populagdo, como
observado na producao de abacaxi na Costa Rica, onde ha, tanto o aumento da
desigualdade econdmica devido ao acumulo de terras por minorias, quanto
intensificagdo da inseguranga alimentar local devida a transicdo das variedades
tradicionais para monoculturas de exportacdo de abacaxi (Shaver et al., 2015). O
estreitamento da biodiversidade alimentar ocasionada pela transigdo do agronegécio

representa riscos nutricionais, econdmicos, culturais e ecoldgicos locais, uma vez
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que a plantacao intensiva de monocultivos aumenta as chances de incidéncias de
pragas e fitopatologias (Pingali, 2012), cujas plantas afetadas raramente estdo
adaptadas as dinamicidades ecoldgicas locais, pondo em risco a oferta de alimentos

da regido transacionada.

Diante desse cenario, a dependéncia crescente dos pacotes tecnoldgicos
(sementes melhoradas e/ou transgénicas, uso excessivo de insumos agricolas) da
Revolucdo Verde e a consequente perda da biodiversidade agricola instigaram a
busca por novas solugdes. A uniformizacdo das culturas, alcancado através da
modificagdo genética, embora eficaz para o aumento da produtividade, tornou os
sistemas agricolas vulneraveis a ocorréncia de pragas e doengas, além de limitar a
adaptacdo das culturas as mudangas climaticas (Pingali, 2012). Essa
suscetibilidade, associada a degradagdo das paisagens, langou luz a importancia
dos recursos genéticos vegetais como uma valiosa alternativa para restaurar a
diversidade nos sistemas agricolas e fortalecer a resiliéncia e a plasticidade genética
das culturas comerciais frente as adversidades contemporéneas (Gamage et al.,
2023).

2.3 DIVERGIR PARA SOBREVIVER: A BUSCA POR RECURSOS GENETICOS
VEGETAIS

Se por um lado a adogdo de sistemas monoculturais supriu a demanda
mundial imediata por alimentos, por outro, essa pratica extensiva e de transformacao
intensa da paisagem causa inumeros desequilibrios ambientais, como a
contaminagao do solo e da agua pela larga utilizagdo de agroquimicos, modifica a
rizosfera local e favorece o surgimento de resisténcia fitopatogénica (Fones et al.,
2020). Esse modelo de cultivo pde a prova a resisténcia das culturas comerciais
frente a evolucao e surgimento de pragas agricolas e fitopatégenos, podendo causar
instabilidade no rendimento das colheitas, uma vez que a monocultura € composta
por individuos geneticamente uniformes que podem n&o deter as caracteristicas
necessarias para combater tais doengas (Jacques; Jacques, 2012).

Um dos episodios histéricos que retrata a ameacga da instabilidade alimentar
ocorreu com a Grande Fome Irlandesa da Batata, quando as plantagbes de batata

“lumper” foram devastadas pela agdo do Phytophthora infestans que se espalhou da
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América do Norte para a Europa, em 1845. Essa crise alimentar, que fez milhares de
vitimas (Figura 3), ocorreu devido a dependéncia da populagdo irlandesa dessa
variedade de batata que era cultivada por propagulos, ou seja, por clones que nao
apresentavam variagbes genéticas para resistir a cepa de P. infestans (Yoshida et
al., 2013).

Figura 3 - The Famine Memorial, Dublin

Fonte: BBC, News World Europe, 2019

Os terriveis episddios de instabilidade alimentar criados pela expansao da
monocultura impulsionaram diversos trabalhos que almejavam mitigar a
suscetibilidade vegetal as doencas e pragas emergentes. Dentre diversos nomes,
Nikolai Vavilov, botéanico soviético, destaca-se por seus escritos sobre a base
fitogeografica do melhoramento de plantas, a lei das séries homdlogas na heranca
da variabilidade e seus estudos sobre a imunidade de plantas de doencas
infecciosas.

O primeiro tema relacionada a origem fitogeografica das plantas, em especial,
desenvolveu a ideia de que as plantas cultivadas possuem origens geograficas
especificas, ou seja, centros onde se originaram a partir de um parente silvestre que

foi domesticado, como no caso do milho, cujo centro de origem esta localizado no
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centro-sul do México (Buckler; Stevens, 2006). Além de relatar a origem das culturas
agricolas, Vavilov também deu destaque aos centros de diversidade que sao regides
em que a cultivar sofreu modificacbes genéticas para se adaptar aos contextos
edafoclimaticos locais (Vavilov, 1949). A busca pelos centros de origem das culturas
foi de extrema importancia para entender a influéncia da domesticagcao aliada a
adaptabilidade das plantas em diferentes contextos biolégicos. Uma vez que essas
variagdes intraespecificas representam recursos genéticos valiosos para a
adaptabilidade e sobrevivéncia das espécies cultivadas, visto que as modificagdes
podem almejar, desde uma corregdo estética do alimento, até conferir a ele
resisténcia a pragas agricolas por meio de melhoramento genético vegetal (Zafar et
al., 2020).

Assim como na Irlanda, o Brasil relatou um episddio semelhante em 1989,
quando a doenga conhecida como “Vassoura-de-bruxa” (WB), foi o motivo da maior
crise ja ocorrida na cacauicultura nacional. Essa enfermidade, causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa, produzia deformacdes, apodrecimento e morte dos
meristemas afetados dos cacaueiros (Figura 4), levando a perda completa da planta
acometida por este patégeno. Como decorréncia, o Brasil, que outrora chegou a ser
0 segundo maior produtor mundial de cacau, com mais de 400 mil toneladas na
década de 1980, teve sua colheita reduzida a cerca de 100 mil toneladas na década
de 2000. Os desastrosos impactos se alastraram, tanto na esfera ambiental, visto
que o cacau era importante fator para a preservacao da floresta Atlantica, quanto
econdmica, com a queda de receita e o endividamento dos fazendeiros, e social,
com o desemprego massivo dos colaboradores que trabalhavam nas fazendas (José
Tadeu Arante, agéncia FAPESP, 2021).
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Figura 4 - Vassoura de bruxa no cacaueiro

Fonte: Agéncia FAPESP, 2021

O evento causado por WB impulsionou pesquisas que visavam tornar o cacau
mais resistente a partir do cruzamento da variedade comercial Forastero, suscetivel
ao fungo, com variedades que possuem maior resisténcia ao M. perniciosa, como o
Criollo e o Trinitario. Antonio Alves et. al., 2018, selecionaram progenitores que
exibiam maior resisténcia ao fitopatdbgeno, como a genitor EET 233 que originou
progénies altamente resistentes a WB, quando comparadas ao controle. Este e
varios outros trabalhos fomentados pela Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC) e o Centro de Pesquisa do Cacau (CEPEC) focaram no
desenvolvimento de hibridos interclonais que, ao passo que mantivessem as
caracteristicas comerciais desejaveis, também expressassem resisténcia a WB. Tal
exemplo nos mostra a importancia da conversagao da variabilidade genética para
uso em programas de melhoramento.

O extenso cultivo de poucas variedades agricolas, apesar de trazer
rendimento, cria um cenario de inseguranga alimentar, pois a similaridade genética
dos individuos os torna suscetiveis aos desequilibrios ambientais que surgem. Por
esse motivo, faz-se imprescindivel o conhecimento e aplicagcdo dos recursos
genéticos vegetais na agricultura almejando ampliar as bases genéticas dos cultivos,

mitigando o risco de instabilidade alimentar.

2.4 MELHORAMENTO GENETICO VEGETAL

O conhecimento sobre os centros de origem e diversidade trazido por Vavilov
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forneceu os fundamentos para os programas de melhoramento genético vegetal,
que necessitam de ampliagdo de base genética que podem ser incluidas ou
substituidas em uma cultivar de interesse comercial, uma vez que 0s recursos
genéticos vegetais s&o a fragdo da biodiversidade com uso real ou potencial (Veiga;
Queiroz, 2021). Por isso, podem ser empregadas em programas de melhoramento
vegetal a fim de transferir uma determinada caracteristica de interesse a uma
cultivar de importancia comercial para corrigir algum aspecto que prejudique ou

impega sua comercializagédo (Veiga; Queiroz, 2021).

A variabilidade genética das variedades de uma espécie cultivada surge tanto
a partir de resposta a pressdes ambientais sofridas pela planta, como as condigbes
nutricionais do solo, estresse hidrico e fitopatogeno (Revilla; Oliveira; Tracy, 2021),
bem como da selecdo com base em preferéncias humanas. A seleg¢ao realizada
pelos agricultores responsaveis por sua conservacgao altera as frequéncias genéticas
e génicas de uma populacdo ao selecionar as plantas mais aptas a lidar com o
contexto agricola praticado, que, normalmente de agroecolégico ou organico
(Bridgewater; Rotherham; Rozzi, 2019).

Um exemplo notavel no Brasil que pode ser utilizado como fonte genética
para programas de melhoramento € o microcentro de diversidade de Anchieta,
localizado em Santa Catarina. A regido abriga uma rica variedade de recursos
genéticos vegetais, com destaque para o milho comum e o milho pipoca, sendo este
caracterizado por sua estatura menor, de colmo mais fino, menor numero de folhas
(Carpentieri-Pipolo et al., 2002), cujo gréo possui uma fina capsula que envolve o
endosperma funcionando como uma espécie de parede rigida que se rompe quando

com o aumento da pressao interna (Corréa et al., 2001).

Essa area, conhecida pelo forte plantio de variedades tradicionais e
agricultura familiar, desempenha um papel crucial na conservagdo da diversidade
genética, uma vez que abriga centenas de variedades crioulas que sdo mantidas e

selecionadas por geracgdes.

2.4. ANCHIETA E O MICROCENTRO DE DIVERSIDADE DE MILHO

Segundo o conceito desenvolvido por Nikolai Vavilov (1949), um microcentro
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de diversidade é uma pequena parte de um grande centro de diversidade, no qual
ha coexisténcia de variedades tradicionais (crioulas), linhagens silvestres e formas
domesticadas. No Brasil, foi identificado um microcentro de diversidade de milho,
localizado no extremo oeste do Estado de Santa Catarina, em Anchieta e
Guaraciaba, no sul do pais (Figura 5). De acordo com Costa (2020), os microcentros
de diversidade abrangem areas geograficamente restritas, onde ha um significativo
acumulo de biodiversidade. Nesta regidao, os agricultores, por meio do manejo
familiar, resgatam e conservam a agrobiodiversidade dessa cultura. Além de usar o
milho para alimentacdo humana e animal, construindo, dessa maneira, uma cultura e

economia regional baseadas nessa cultivar.

Figura 5 - Localizagdo dos municipios de Anchieta e Guaraciaba no Extremo Oeste de Santa

Catarina, Sul do Brasil, conhecidos como microcentro de diversidade de milho.
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Fonte: Silva, 2015.

Segundo Costa (2020), as variedades tradicionais presentes no microcentro
da diversidade demonstram alto potencial de producdo de gréos e adaptagao aos
fatores edafoclimaticos e estresse bioldgicos regidos por fungos, bactérias e pragas
agricolas, além de serem fontes naturais de metabdlitos secundarios, como
antocianinas, carotendides e compostos fendlicos. Em Anchieta, também ha
presenca da espécie Zea Luxurians, o parente silvestre das variedades de milho
crioulo da regido que € comumente usado como pastagem para o gado. Nesta
localidade, existe a organizagcdo Cooperativa Anchieta que busca promover 0 uso
sustentavel da agrobiodiversidade local ao incentivar o intercambio de recursos

genéticos e preservacdao dos mesmos dentro das comunidades familiares (Alves et
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al., 2004). A Figura 6 ilustra parte da biodiversidade presente neste municipio que é

guardada por essa cooperativa em parceria com os agricultores.

Figura 6 — Variedades tradicionais de milho coletados de Anchieta/SC
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Fonte: Autoria propria, 2024

Além do manejo genético realizado a partir das selegbes feitas pelos
agricultores, outro fator que tem se mostrado crucial para o desenvolvimento das
plantas e sua capacidade adaptativa ao ambiente € a presenca de uma microbiota
endofitica diversificada (Navya; Babu, 2023). Esse recrutamento de
microorganismos que se alojam nos tecidos vegetais podem desempenhar um papel
fundamental na saude das variedades tradicionais de milho, como as encontradas e
Anchieta, atuando, dessa forma e simbiose com as plantas para aumentar sua
resiliéncia frente aos estresses bidticos e abidticos do meio (Cankar et al., 2005).

Esses fatores, somados ao manejo genético realizado pelos agricultores,
reforcam a hipotese de que as sementes crioulas e silvestres conservam uma
simbiose exclusiva com sua microbiota endofitica (Jacques.; Jacques, 2012). Essa
relacdo é sustentada tanto pelos fatores genéticos das variedades locais, quanto
pela dinamica de manejo mais tradicional. Além disso, acredita-se que as sementes
crioulas e silvestres do milho possuam uma microbiota endofitica residente diferente
das sementes de milho melhoradas, como as hibridas (Jacobs, 2023). Essa
diferenga pode ser atribuida ao processo de estreitamento da base genética da
variedade hibrida, mas também ao seu cultivo em ambientes com grande

disponibilidade de recursos organicos e irrigagdo controlada (Suarez; Gwozdz,
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2023).

2.5 A MICROBIOTA ENDOFITICA E SUAS VANTAGENS

As plantas abrigam uma vasta diversidade microbiana, com fungos,
protozoarios, virus e bactérias, que podem ser tanto epifitos quanto endofiticos
(Newman; Cragg, 2015). Microorganismos epifitos habitam a superficie foliar das
plantas. Enquanto os endofiticos colonizam os tecidos vegetais internos
assintomaticamente, sem se expandir exteriormente ou formar estruturas anémalas.
Esses microrganismos desempenham um papel crucial no desenvolvimento e
desempenho de seu hospedeiro, melhorando a absor¢do de nutrientes, como
também aumentando a resisténcia a estresses ambientais e contra fitopatdégenos
(Yuan; Zhang; Lin, 2010).

A associagao entre microrganismos e plantas hospedeiras, conhecido como
holobioma reflete o entendimento de que o fendtipo da planta ndo depende
unicamente de sua interagdo com o ambiente (Akhtar et al., 2024). O fendtipo é
resultante de uma complexa equagado formada pelo seu gendtipo, pela microbiota
residente e pela plasticidade genética do hospedeiro capaz de responder aos
estimulos ambientais (Pascale et al., 2020).

Os microrganismos endofiticos vém despertando interesse de diversos
pesquisadores, desde a década de 1940, por realizarem diferentes interacdes
ecoldgicas, estarem onipresentes na natureza e se associarem a quase 300 mil
espécies de plantas conhecidas (Kumar et al., 2020). Os organismos enddfitos sao
considerados nao patogénicos para a espécie vegetal, pois ndo causam sintomas
negativos e auxiliam a hospedeira em seu desenvolvimento (Sharma; Kansal; Singh,
2018).

As plantas possuem interagbes com vasto numero de comunidades
microbianas, tanto pela microbiota herdade a partir de seus progenitores, quanto
pela interface solo-raiz na qual a hospedeira pode liberar exsudatos radiculares,
como acidos organicos, aminoacidos e proteinas que norteiam o recrutamento de
microrganismos edaficos, sendo estes a microbiota residente no solo, a partir de
aberturas inatas a vegetal ou as causadas pelo atrito da raiz com o solo. Essas
aberturas permitem a entrada dos microrganismos dando inicio a colonizagdo dos

tecidos vegetais (Figura 7) (Kandel; Joubert; Doty, 2017). Assim como uma planta
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pode ser colonizada por endofiticos ja existentes no substrato em que esta fixada, as
comunidades microbiolégicas podem ser passadas verticalmente para as proximas
geracdes a partir das sementes que portam a microbiota interior recebida de seus
progenitores (Cankar; Kraigher; Ravnikar; Rupnik, 2005)

Figura 7— Esquema da colonizag¢édo de endofiticos a partir da rizosfera
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Fonte: Adaptado de (Kumar et al., 2020)

Diferentes espécies vegetais podem abrigar comunidades microbianas
distintas de acordo com caracteristicas estruturais e bioquimicas de cada gendtipo
(Schlaeppi; Bulgarelli, 2015). Essa variagdo da composi¢do do microbioma também
€ observada ao longo da domesticagdo e do melhoramento vegetal. Uma vez que,
anteriormente a esses processos, 0s parentes silvestres encontravam-se a mercé de
relacbes ecologicas simbidticas e predatérias, sem a intervengdo humana (Kumar;
Gera, 2014) Estudos sobre comunidades de endofiticos demonstram que o gendtipo
das plantas influencia na colonizagdo dos microrganismos, visto que as diferentes
versOes alélicas dentro de uma mesma espécie controlam a composicdo e a
quantidade de exsudatos radiculares liberados no ambiente que atraem diferentes
quantidades e diversidades microbianas que habitam a rizosfera (Yeoh et al., 2017).
A selecdo de gendtipos especificos para alimentacdo humana, restringiu a
biodiversidade presente na microbiota residente das cultivares (Figura 8),

acarretando o estreitamento da biodiversidade genética e perda de alelos capazes
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de atrair diferentes comunidades microbianas (Martinez-Romero et al., 2020).

Figura 8 - Diferentes gendtipos de plantas silvestres (a esquerda), selecionados pela domesticagdo

(centro), resultando em cultivares domesticadas (a direita) e seus efeitos na microbiota vegetal
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Fonte: Martinez-Romero et al., 2020.

O modelo agricola atual, ademais de limitar a biodiversidade usada na
agricultura, faz uso intensivo de agrotoxicos para controlar pragas agricolas e
fitopatdogenos, promovendo drastica alteragdo na microbiota do solo, empobrecendo
a biodiversidade atuante na colonizagdo endofitica dos tecidos vegetais. Tal
fendmeno tem resultados negativos, por exemplo, em variedades de milho tratadas
com defensivos e fertilizantes agricolas (Nettles et al., 2016), ao afetar diretamente a
comunidade oxidante de metano, do solo e endofitica, diminuindo a variabilidade
intraplantar dessas comunidades bacterianas submetidas ao manejo intensivo (Da
Costa Stuart; Stuart; Pimentel, 2018).

Como se sabe nos relatos descritos, faz-se imprescindivel a conservacao de
sementes crioulas, sobretudo do milho, e de suas comunidades endofiticas (Wnag et
al., 2024). Essa agao garante a continuacao da transmissao horizontal e vertical de
espécimes microbiolégicos com potencial biotecnolégico para a criacédo e
comercializagédo de bioinssumos potencializadores do desempenho vegetal (Vejan et

al., 2016) e embasa um modelo agricola mais sustentavel.
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2.6. ANALISE METABARCODING DA MICROBIOTA ENDOFITICA

As associacdes entre plantas e comunidades enddfitas ganharam destaque
recentemente gracas ao advento do sequenciamento de alto rendimento e suas
aplicagdes que permitem desvendar o conteudo de comunidades inteiras a custos
acessiveis para a pesquisa de base (Parks et al., 2017). No campo da
biodiversidade genética, o metabarcoding de DNA foi amplamente reconhecido
como uma estratégia eficaz de identificagdo simultdnea de taxons a partir de
amostras ambientais, como agua, solo e materiais com multiplos organismos
(Milazzo et al., 2021). Essa abordagem combina métodos de amplificagdo por PCR
de regides especificas do DNA tidas como barcodes genéticos, com o
sequenciamento de nova geragdo (NGS), permitindo, dessa forma, identificar as
espécies presentes na amostra (Pasakinskien et al., 2024). No caso de
microrganismos, sequéncias conservadas como o gene 16S rRNA bacteriano e a
regido ITS fungica sdo amplamente empregadas como alvos de amplificacdo (Liotti
et al., 2019). O gene 16S rRNA, em particular, é utilizado por apresentar regides
altamente conservadas entre todas as bactérias, intercaladas com regides
hipervariaveis que permitem a diferenciagdo entre diferentes géneros e espécies.
Essa caracteristica torna o 16S rRNA uma ferramenta essencial para a identificagao,
classificagado e analise da diversidade bacteriana em comunidades complexas, sem
a necessidade de cultivo prévio dos microrganismos. No presente trabalho, a
escolha do gene 16S rRNA como marcador molecular possibilitou a caracterizagao
da composicdo da microbiota associada as variedades de milho estudadas,
permitindo comparagdes quanto a estrutura e as fungdes microbianas presentes em

cada gendtipo.

O metabarcoding viabiliza a identificagcdo simultdnea de diversos taxons
presentes em uma amostra, tornando o processamento de dados mais agil e
eficiente. Em relagdo a espécies microbianas, essa técnica proporciona uma analise
detalhada da dinamicidade populacional desses organismos, ademais de permitir
quantificar a abundancia relativa de diferentes grupos (Milazzo et al., 2021). A alta
sensibilidade e precisdo atreladas ao metabarcoding torna possivel identificar, em
alguns casos, a espécie, tornando-a uma ferramenta primordial para o estudo de

comunidades biolégicas complexas (Parks et al., 2017).
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No campo agricola, essa metodologia tem se mostrado excepcionalmente util
na identificacdo e caracterizagdo de microbiomas associados a sementes de
diversas culturas, em especial o milho (Johnston-Monje; Raizada, 2011). Pesquisas
revelam que as sementes sdo ecossistemas complexos habitados por uma
variedade de microrganismos, cujos filos mais comumente encontrados sao

Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes (Alibrandi et al., 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DO GERMOPLASMA VEGETAL

A coleta de Germoplasma de Milho foi realizada no Municipio de Anchieta,
Santa Catarina. A cidade e a regido foram reconhecidas como um microcentro de
diversidade da espécie Zea mays (SILVA, 2015) e (ALVES et al., 2004). Nos dias 16
e 17 de margo de 2024, durante o Festival Cultural do Milho Crioulo, realizado pela
Secretaria de Turismo do municipio, em parceria com a cooperativa dos agricultores
locais (Cooper Anchieta), realizou a coleta e obtenc&o das variedades crioulas de
milho-pipoca, juntamente com o Teosinto. A coleta das sementes foi comunicada ao
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen) por meio do cadastro de acesso 83527850015.

Na ocasidao, foram coletadas as variedades de milho-pipoca Vermelha,
caracterizado pelos graos de cor vermelho rubi (MPV), pertencente ao agricultor
Celestino Draszvisk, a variedade milho-pipoca Roxa caracterizado pelos graos de
cor preta (MPR), pertencente ao agricultor William Vezani e a variedade
milho-pipoca Colorida (MPC) caracterizada pelos gréos de cores sortidas (vermelho,
branco, preto e amarelo) pertencente ao agricultor Agostinho Dalla Vechio.
Coletou-se também o parente silvestre (PS) da cultura, a espécie Zea Luxurians,
teosinto conhecido popularmente como dente-de-burro (SILVA, 2015) e o milho
hibrido (MH), como ilustrado na Figura 9. Os agricultores descreveram o Teosinto
como uma planta anual, com estrutura distica, ou seja, com espigas organizadas em
duas fileiras opostas ao longo do eixo principal da espiga, e com coloragao variada,
incluindo tons de cinza, multicolorido, branco, marrom, preto, amarelo e roxo. Seu
uso principal ocorre como forragem, principalmente como pastagem para gado
leiteiro. Outras caracteristicas relevantes foram mencionadas, como resisténcia a
pragas e doencgas, tolerancia a seca, a altas e baixas temperaturas, além de sua

utilidade em praticas tradicionais e artesanais.
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Figura 9 - Sementes de milhos-pipoca crioulos e teosinto coletados em Anchieta e o milho
hibrido

Fonte: autoria propria, 2025

O milho transgénico SX 3197 TR, foi adquirido da Baspan, marca registrada
do grupo Basso Pancotte, com o lote 238243312. Com validade até maio de 2025,
0s graos sao dentados, com coloracdo amarela alaranjada e apresentam como
caracteristicas uma pureza minima de 95% e uma germinagdo minima de 85%. A
variedade apresentou o evento transgénico responsavel por conferir resisténcia ao

glifosato.

Todas as sementes das variedades adquiridas, apds aquisicdo, foram
armazenadas em geladeira (4 °C) no Departamento de Laboratérios de Ensino
(DELABEN) na Universidade Federal da Integracao Latino-Americana (UNILA).

3.2. DESINFESTACAO E GERMINACAO DAS SEMENTES

Em fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas externamente utilizando
um protocolo de limpeza de Barra et al. (2016), com modificagées. De maneira geral,
realizou-se lavagens sucessivas nas sementes, por imersao, em diferentes beckers
estéreis contendo alcool 75% por 5 minutos, hipoclorito a 2,5% por 5 minutos e 3
lavagens consecutivas em agua destilada estéril por 2 minutos cada um, com

rotacéo constante das sementes em cada etapa de lavagem (Figura 9).
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Figura 10 - Protocolo de lavagem das sementes, beckers contendo alcool 70%, hipoclorito e

agua destilada estéril

Fonte: Autoria prépria, 2025

As sementes foram transferidas para placas de petri estéreis contendo papel
filtro igualmente higienizado para secagem. Adicionalmente, aliquotas de 100 L de
agua do ultimo enxague foram inoculadas em placas de Petri contendo meio agar
Luria-Bertani, incubadas a 25 °C durante todo o periodo de germinagdo das
sementes, para confirmar a auséncia de bactérias epifitas nas sementes. Com
posterior transferéncia, com auxilio de pinga de metal imersa em alcool 75%, para os
meios de germinagdo compostos de agar agua contidos em placas de petri com
dimensdes de 20 x 100 mm e identificadas com a repeticdo e a variedade tratada
(Figura 10). Utilizou-se 45 sementes por gendtipo para germinagcdo. Apds a
identificacdo, as placas foram vedadas com parafiime e incubadas em BOD na
temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas de escuro até a
germinagdo e alongamento da primeira radicula. A excisdo e a coleta dos
compartimentos de sementes foram realizadas com bisturis e pingas limpas com

etanol 70% (vol/vol) e esterilizados por chama.
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Figura 11 - Placas de petri com meio &gar: agua e as sementes tradicionais

Fonte: Autoria prépria, 2025

3.3. EXTRACAO DE DNA DA MICROBIOTA RADICULAR

A extracdo de DNA das radiculas foi realizada segundo o protocolo adaptado
de Johnston-Monje e Raizada (2011) e Nanfack et al. (2024). As radiculas foram
submetidas a maceragéo com incorporagao de nitrogénio liquido. Utilizou-se pistilo e
cadilho higienizados com alcool e hipoclorito e secos em estufa a 70°C. Os
macerados foram transferidos para microtubos de 2mL em quantidades equivalentes
com auxilio de balanga analitica e espatula, com posterior identificacdo da repeticao
e variedade. Todas as variedades de milho utilizadas foram feitas em triplicata.
Seguidamente a esse processo, 0 DNA radicular foi extraido utilizando o protocolo
padrao disponibilizado no kit para extracdo e purificagdo de DNA DNeasy PowerSoil

da QIAGEN, que garante a extragdo de DNA dos microrganismos da microbiota
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endofitica das radiculas (HARO, et al., 2021). O DNA extraido e purificado foi
medido utilizando sistema NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) a fim de averiguar a
quantidade de DNA presente em cada extrato purificado, selecionando apenas
aqueles que apresentaram a relagdo de absorbancia A260/A280 de ~1,8 destinado a

analise molecular.

3.4. SEQUENCIAMENTO METABARCODING

A biblioteca de amplicons do gene 16S rRNA foi construida seguindo as
especificacdes do sistema lllumina MiSeq, conforme o protocolo fornecido pelo
fabricante. As sequéncias amplificadas corresponderam as regides V3 e V4 do gene

16S rRNA, conforme descrito por Klindworth et al. (2013). Os primers utilizados

foram: 16S amplicon PCR forward
5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA
G-3' e 16S amplicon PCR reverse

5'-GTCTCGTGGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA
TCC-3..

3.5 PROCESSAMENTO DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO

Os dados gerados pelo metabarcoding foram submetidos a um
pré-processamento e controle de qualidade para garantir a confiabilidade das
leituras brutas, assegurando que o conjunto final de dados refletisse com precisao a
abundancia e a diversidade da microbiota presente nas amostras. As regides de
baixa qualidade foram filtradas utilizando o pacote DADAZ2, implementado na
linguagem de programacdo R (Allali, et al., 2017). As unidades taxondmicas
operacionais (OTUs) de alta qualidade, juntamente com os indices estatisticos
associados, foram geradas com o auxilio dos pacotes Phyloseq (Patil; Narayan;
Gopalkrisna, 2021) e Metacoder (Masson et al., 2020).

Para avaliar a diversidade beta entre as diferentes condicbes, foram
calculadas as distancias de Bray-Curtis por meio da fungdo adonis2 do pacote
Vegan (Munakata et al., 2021). A analise de coordenadas principais (PcoA) foi
realizada utilizando a funcédo ordinate do Phyloseq. A abundancia diferencial das

OTUs entre os grupos foi analisada por meio da técnica ANCOM-BC (Analise de
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Composigdes de Microbiomas com Corregédo de Viés), conforme proposto por Lin e
Peddada (2020).
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4 RESULTADOS

No Diagrama de Venn (Figura 11), pode-se observar a quantidade de
Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) unicas e compartilhadas entre as
diferentes variedades crioulas de milho-pipoca (Roxa, Vermelha e Colorida), o
parente silvestre (Teosinto) e a variedade hibrida transgénica (SX 3197 TR). O
diagrama ilustra que cada variedade de milho apresenta um conjunto unico e distinto
de OTUs, sem que haja um compartilhamento entre os cinco genétipos estudados.
O teosinto destaca-se com a maior quantidade de OTUs unicas (339), seguido pelo
hibrido com 237 OTUs unicas, conseguinte as variedades tradicionais de

milho-pipoca Vermelha (172), Roxa (77) e a Colorida com 22 OTUs exclusivas.

Figura 12 - Diagrama de Venn representando o numero de OTUs exclusivas e compartilhadas entre a
microbiota radicular de trés variedades crioulas de milho-pipoca (Vermelha, Roxa e Colorida), um
parente silvestre da espécie (Teosinto — Zea luxurians) e uma variedade hibrida transgénico (SX 3197
TR).
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Fonte: autoria propria, 2025

Algumas OTUs encontram-se compartilhadas entre duas ou mais variedades,

como apresentado nas 3 OTUs comuns entre o Teosinto e a variedade MPV, como
também as 7 OTUs compartilhadas pela MPC e a MPV, seguidamente de
compartilhamentos entre o Teosinto e a MPR (10 OTUs), a MPR e a MPV (1 OTUs),
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a Transgénica e a MPV (13 OTUs).

Os indices de alfa diversidade (Figura 12) indicam diferengas significativas na
diversidade microbiana entre os cinco gendtipos avaliados, cuja maior diversidade
pode ser observada no teosinto e na variedade transgénica, atribuindo-se a letra “a”,
sendo que ambos os valores superam significativamente aqueles obtidos pelas
variedades crioulas de milho-pipoca. O MPV exibe uma diversidade inferior ao
primeiro grupo, recebendo a letra “b”, enquanto MPR e MPC possuem os menores

valores, recebendo a classificagao “c” no gréfico.

Figura 13 - Histograma com indices de alfa diversidade das variedades crioulas de milho-pipoca
(Vermelha, Roxa e Colorida) do parente silvestre da espécie (Teosinto — Zea luxurians) e uma
variedade hibrida transgénico (SX 3197 TR)
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Fonte: autoria propria, 2025

A beta diversidade dos microrganismos endofiticos, representada por meio da
analise de coordenadas principais (PCoA) (Figura 13), possibilita observar uma
aproximacao entre as variedades de MPR e MPV, mas mais afastada da MPC. O PS
e o MH distanciaram-se de variedades crioulas de milho-pipoca. Os valores das

duas primeiras coordenadas principais correspondem a 22,7% e 20,9%,
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respectivamente.

Figura 14 - Analise de coordenadas principais (PCoA) demonstrando a beta diversidade da
microbiota radicular das variedades crioulas de milho-pipoca (Vermelha, Roxa e Colorida), do parente
silvestre da espécie (Teosinto — Zea luxurians) e da variedade hibrida (SX 3197 TR) segundo os

valores de dissimilaridade.
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Fonte: autoria propria, 2025

A abundancia relativa dos filos bacterianos pode ser observada na Figura 14 a
partir do dendograma e dos graficos de barra acoplados a ele. Considerando filo,
percebe-se a formagéo de dois grupos, isto €, aquele formado por MPV, MPR e PS e
o outro composto pela variedade MH e pelo MPC. De maneira geral, a variedade SX
3197 TR (MH) e o MPC possuem predominancia do filo Firmicutes, representando a
maior parte da microbiota dessas variedades, com abundancia relativa préxima de
75%. Em relagdo ao outro grupo, ao MPR e ao MPV apresentam uma comunidade

bacteriana com distribuicdo mais equilibrada entre os filos Firmicutes e
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Proteobacteria, sendo o primeiro ainda o de maior abundéancia frente aos outros
filos. O PS, em contrapartida, possui uma composi¢gao microbiana mais diversificada,
com Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria em propor¢des mais expressivas,
além de filos com abundéancia menor, como o Bacteroidetes e Planctomycetes.

Figura 15 - Dendograma e gréfico de barras representando a abundancia relativa dos

principais filos bacterianos encontrados nos gendtipos das variedades crioulas de milho-pipoca

(Vermelha, Roxa e Colorida), do parente silvestre da espécie (Teosinto — Zea luxurians) e da
variedade hibrida (SX 3197 TR).
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A abundancia relativa das principais classes bacterianas encontra-se na
Figura 15. Firmicutes composto predominantemente pela classe Bacilli foi aquela
presente no MPC e no MH em maior abundancia. Actinobacteria foi a classe mais
contundente entre as variedades crioulas, com baixa presengca no MH.
Proteobacteria representada em abundancia pelas classes Gamma e Alpha foi mais
abundante nas amostras de PS, enquanto a presenca dessa classe é observada

com menor abundéancia nas variedades crioulas. De maneira geral, o PS possui uma
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distribuicdo de abundancia mais densa de Proteobactérias Gamma e Alpha, com
relativa presenca de Actinobactérias e Firmicutes. As variedades crioulas, além da
predominancia de actinobactérias, também exibem outras classes em quantidades
mais relevantes, como Deltaproteobacteria e Synergistia na variedade MPV e

Deinococci no MPR.

Figura 16 - Abundancia relativa das principais classes bacterianas associadas as amostras
radiculares das variedades crioulas de milho-pipoca (Vermelha, Roxa e Colorida), do parente silvestre

da espécie (Teosinto — Zea luxurians) e da variedade hibrida (SX 3197 TR)
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Fonte: autoria propria, 2025

Os 30 principais géneros bacterianos mais abundantes encontram-se
representados na Figura 16, cujas coloragbes estdo associadas a diferentes
porcentagens, sendo a coloragdo vermelha 10%, azul de 0% e amarela intermédio
entre 0% a 10%. De forma geral, observa-se que o PS apresenta o género mais
abundante composto por Stenotrophomonas, Bacillus, Peanibacillus,
Brevundimonas, Acinetobacter, entre outros géneros. Evidentemente, o PS também
apresenta destaque para outros géneros, como Cellulosimicrobium, Citricoccus,
Methylobacterium, Microbacterium, Sphingomonas e Sphingobacterium, O MPC tem

sua microbiota composta majoritariamente por Bacillus e Propionibacterium, mas
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também por Methylobacterium e Pseudomonas. O MPR por Peanibacillus,
Cellulosimicrobium e Propionibacterium, ademais de Acinetobacter, Citricoccus,
Staphylococcus, Esherichica/Shigella e Pseudonocardia. Enquanto o MPV por
Paenibacillus, Bacillus, Micrococus e Methylobacterium e por outros, como
Williamsia, Paracoccus, Staphylococcus e Desulfovibrio. Sendo a variedade MH por

Paenibacillus, Desulfovibrio, Methylobacterium e Microbacterium.

Figura 17 - Abundéncia relativa dos 30 principais géneros bacterianos associados as raizes dos
diferentes gendtipos milho-pipoca crioula (Vermelha, Roxa e Colorida), do parente silvestre da

espécie (Teosinto — Zea luxurians) e da variedade hibrida (SX 3197 TR)
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Fonte: autoria propria, 2024

Em relagcdo a Anotagédo Funcional de Taxa Procaridtica da microbiota (Figura
17), apenas com excegcdo de metanotrofia, todos os gendtipos avaliados nao

apresentaram diferencas estatisticas para a média de abundancia para as funcdes
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metilotrofica, oxidacdo de metanol, respiracéo de sulfato, respiragdo de composto de
enxofre, oxidagcdo de hidrogénio escuro, desnitrificacdo de nitrato e nitrito
desnitrificagao e fixagao de nitrogénio. A funcionalidade de metanotrofia, em que os
microrganismos utilizam metano como fonte primaria de carbono e energia, o MPV,
juntamente com o PS, apresentaram maior abundancia relativa e se destacam em

relagao as outras variedades.

Figura 18 - Anotacdo Funcional de Taxa Procariotica (FAPROTAX) da microbiota radicular de trés
gendtipos de milho-pipoca crioulas de milho-pipoca (Vermelha, Roxa e Colorida), do parente silvestre

da espécie (Teosinto — Zea luxurians) e da variedade hibrida (SX 3197 TR)
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5 DISCUSSAO

5.1 DIVERSIDADE E IMPACTO DA DOMESTICACAO E DO MELHORAMENTO
GENETICO NA MICROBIOTA ENDOFITICA DAS VARIEDADES AVALIADAS

As variedades de milho avaliadas possuem microbiotas endofiticas singulares.
A auséncia de OTUs compartilhadas entre as variedades crioulas de milho-pipoca, o
hibrido transgénico e o parente silvestre teosinto comprovam que as comunidades
microbianas divergem e sao influenciadas por fatores como a base genética e o
ambiente em que sao cultivadas. O PS refere-se a uma variedade que nao sofre, ou
sofreu pouca acao de selecdo humana no processo de manutencao da variedade,
que possui seu método de dispersdo de sementes natural e é propagado em
ambientes agricolas sem insumos; as variedades de milho-pipoca sao variedades
de polinizagdo aberta manejadas de acordo com as preferéncias dos agricultores,
normalmente sob condigdes de cultivo agroecoldgicos; e por ultimo, o MH que se
caracteriza como uma variedade homogénea geneticamente, descende do
cruzamento de individuos homozigotos, sendo cultivada em ambientes com alta
entrada de insumos agricolas. Em relacdo ao ambiente de cultivo, a titulo de
exemplo, o PS se desenvolve em condi¢cdes nas quais as pressdes adaptativas séo
mais intensas, ou seja, ha necessidade de adequacdo metabdlica a diferentes
periodos de irrigacdo, a dinamicas ecologicas mais intensas, como incidéncia de
pragas e doencgas, € menor seletividade humana.

O elevado numero de OTUs unicas observado no PS (339) sugere uma
microbiota mais diversificada, possivelmente devido a sua adaptacao em ambientes
naturais que sofreram menos influéncia da domesticagdo e, nos quais, os fatores
adaptativos bidticos e abiodticos atuaram de maneira mais significativa, de modo a
favorecer uma diversidade microbiana ampliada. Pode-se explicar esse fenbmeno
através da necessidade do PS de desenvolver relagdes simbidticas mais complexas
para garantir sua sobrevivéncia frente aos estresses naturais, como a variacdo da
umidade, ataques de pragas e patdégenos, sem a prote¢cao de insumos agricolas.

Sob outro enfoque, a variedade MH, apesar de apresentar 237 OTUs
exclusivas, retrata uma microbiota adaptada a sistemas agricolas mais controlados.
Os insumos agricolas tendem a reduzir a pressao seletiva natural sobre os vegetais,

devido a irrigacdo constante, uso de fertilizantes e agrotéxicos. Como resultado, a

Versao Final Honol ogada

28/ 04/ 2025 10: 56



47

microbiota endofitica do MH, pode estar mais voltada a garantir um rapido
crescimento e desenvolvimento da planta do que as necessidades adaptativas a
extremas variagdes ambientais. Ela tem OTUS especificas e em grande numero,
mas menor diversificagdo taxondémica, como Firmicutes apresentado em
aproximadamente 80% da abundancia relativa de filos, seguido por Proteobacteria e,
em porcentagens menos significativas, Bacteroidetes, Planctomycetes e
Synergistetes.

As variedades crioulas de milho pipoca, por sua vez, apresentam menor
quantidade de OTUS, em relagcdo ao PS e a MH. Esse € um fato curioso pois se
trata de variedades de polinizagdo aberta, de base genética ampla e, nessa
condigdo, espera-se encontrar maior quantidade de OTUs. Deve-se investigar no
futuro o processo de selegao praticada pelos agricultores e as praticas de manejo
aplicadas, dado que nao foi possivel obter tais dados a priori. O que se percebe, de
maneira geral, que apesar do menor numero de OTUs do MPV (172 OTUs unicas),
do MPR com 77 e do MPC que possui apenas 22 OTUs unicas, essas variedades
detém maior diversificacdo taxonémica em nivel de classe e género. As variagdes
observadas entre as diferentes microbiotas endofiticas estudadas espelham uma
complexa rede de interagdes microrganismo-hospedeiro regida tanto pelas questdes
adaptativas quanto pela caracteristica genética das variedades e sua plasticidade
adaptativa frente as condi¢gdes ambientais distintas.

Assumindo a otica de conservacdo dos recursos genéticos, as
particularidades evidenciadas nas microbiotas endofiticas ressaltam a importancia
da preservacao ex situ e in situ on farm das variedades tradicionais e teosinto. A
singularidade da diversidade microbiana associada a cada fendtipo de milho
estudado, evidencia o papel crucial dessas variedades na manutencdo de
comunidades microbianas, adaptadas aos diferentes contextos agricolas e

ambientais.

5.2 ABUNDANCIA RELATIVA, DIVERSIDADE TAXONOMICA DO MICROBIOMA
ENDOFITICO

5.2.1 - Analise taxon6mica: filos bacterianos
O parente silvestre apresenta predominancia dos filos Proteobacteria e

Firmicutes, com presenga de Actinobacteria, Bacteroidetes e Planctomycetes. De
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acordo com Rivera Hernandez, Geovanny et al. (2024), proteobactérias estao
relacionadas a produgcdo de fitohormobnios estimulantes de crescimento, como
auxinas, além de produzirem enzimas liticas e suprirem a incidéncia de
fitopatogenos quando presentes na microbiota endofitica. Firmicutes, segundo
Hashmi; Bindschedler; Junier (2020), também estdo relacionados ao crescimento
vegetal atuando como biofertilizantes e sdo capazes de promover fitorremediagao na
interacao planta-solo para absorgao de metais pesados, além de biocontrole contra
pragas e patdégenos. As actinobactérias, atuam na supressdo de doencgas, podem
ser usadas como biopesticidas e moduladores de crescimento (Shivlata;
Satyanarayana, 2017).

Por outro lado, os Bacteroidetes e Planctomycetes tem papéis na ciclagem
global de nutrientes e defendem o hospedeiro contra estresses bidticos e abidticos
(Pan; Raaijmakers; Carrion, 2023) e regulam as vias biogeoquimicas referentes ao
ciclo do carbono e nitrogénio (Kalam; Anirban, 2022), respectivamente. A presenca
significativa desses filos, que regulam o crescimento vegetal e que proporcionam
protecdo contra estresses bibdticos e abiodticos, aumentando a aptiddo do hospedeiro,
pode explicar a resisténcia e adaptabilidade do PS a ambientes dominados por
pressdes naturais, com maior incidéncia de pragas e fitopatégenos e variagdes nas
ofertas hidricas e de nutrientes. Essas interacbes favorecem sua sobrevivéncia em
diferentes contextos edafoclimaticos ao longo do processo de domesticagao.

Assim como o PS, as variedades crioulas, que devem manter algum grau de
caracteristicas adaptativas, refletem as a¢des da selecdo natural somadas a selecao
humana durante o processo da domesticagdo, como a predominédncia de
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria em sua microbiota. Essas variedades
tradicionais, cultivadas por geragbes em Anchieta, adaptaram-se as condi¢des
ambientais e de plantio dessa localidade, o que pode ser evidenciado pela presenca
do filo Synergistetes, conhecido por ser resistente a altas temperaturas e condigdes
extremas (Danilyan et al.,, 2023). Essa adaptacdo é especialmente presente nas
variedades de MPV, uma vez que o milho enfrenta periodos de seca durante seu
cultivo no municipio de Anchieta, em Santa Catarina (Martins et al., 2010).

A variedade crioula deMPR, além de alguns filos presentes no PS, a excegao
de Planctomycetes, exibem o filo Deinococcus-Thermus, conhecidos por sua
resisténcia a radiagao ionizante e estresse oxidativo, com producéo de proteinas de

reparo do DNA (Tian; Hua, 2010). Essa caracteristica pode auxiliar no desempenho
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geral do hospedeiro ao longo dos meses de cultivo até a fase de colheita de que
forma. J&4 a microbiota do MPC tem presenca de Saccharibacteria, cujos efeitos
simbidticos auxiliam na decomposicado de hidrocarbonetos presentes na rizosfera e,
dessa forma, na biodisponibilidade de nutrientes para aproveitamento de outras
espeécies bacterianas existentes na microbiota do hospedeiro (Starr et al., 2018).

Em contraste, o MH possui um perfil de microbiota, aparentemente, projetado,
mesmo que de forma involuntaria, para uma produgao maior € mais rapida. Nesse
sentido, argumenta-se que os filos Firmicutes e Proteobacteria mais abundantes
presentes em tal variavel promovem principalmente o crescimento do hospedeiro e
sua protegao contra absor¢gdo abundante de metais pesados (Hashmi; Bindschedler;
Junier, 2020) e ndo ha foco em garantir a resisténcia natural da cultivar a pragas ou
fitopatogenos, visto a menor quantidade de Synergistetes Bacteriodetes e
Planctomycetes. Essa microbiota pode refletir um tipo de manejo em que as
condicbes ambientais sdo mais controladas, como a aplicacdo de fertilizantes
quimicos e irrigagdo, o que acarreta uma maior dependéncia de fatores externos
para promover seu crescimento. Ao contrario das variedades crioulas de
milho-pipoca e do PS, que apresentaram com uma microbiota mais especializada
em resistir a fatores abidticos e biodticos, a variedade Hibrida transgénico tem
tendéncia ao rapido crescimento e a alta produtividade, muitas vezes as custas de

uma menor resiliéncia inata.

5.2.2 - Anadlise taxonémica: classes bacterianas

O PS possui predominancia das classes Alpha e Gammaproteobacteria. As
bactérias pertencentes a essas classes estabelecem relagbes simbidticas com a
planta. Dentre essas relagdes, destacam-se a fixacdo de nitrogénio (Pini et al.,
2011), a produgéao de antibidticos (Yang et al., 2024) e a degradagao enzimatica de
carbono (Wang et al.,2024). Além da presenga de Sphingobacteriia relacionadas a
resisténcia a doencas fungicas (Xu et al., 2020). Essas atividades sdo comumente
associadas a potencializagdo do crescimento do hospedeiro e a resisténcia a
estresses bidticos presentes no meio.

Paralelamente ao PS, as variedades crioulas também apresentam classes
especificas de cada fendtipo, como Deltaproteobacteria e Synergistia no MPV, em
que a primeira classe demonstra potencial de fixagdo de nitrogénio, especialmente

em ambientes anaerdbios (Masuda et al.,2024), e a segunda esta envolvido na
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degradacgdo de poluentes orgénicos sob condigbes anaerdbicas (Tawfik; Alhajeri;
Nasr, 2024). Essa capacidade degradativa pode melhorar a tolerancia do hospedeiro
aos estresses ambientais, como na presencga de solos contaminados ou pobres em
oxigénio. Ja a variedade «crioula de MPR, além da presengca de
Gammaproteobacteria, exibe a classe Flavobacteriia, relacionado a protecao das
plantas contra varias doengas causadas por bactérias e fungos através da produgao
de compostos organicos volateis (Seo et al., 2024).

A variedade crioula de MPC, em contraponto, apresenta, as classes Bacilli,
Gammaproteobactéria e Actinobacteria relacionadas, em geral ao crescimento do
hospedeiro, a protegdo contra patdogenos bacterianos e fungicos (Shivlata;
Satyanarayana, 2017), biodisponibilidade de carbono por meio da degradacgao
enzimatica (Wang et al.,2024) e tolerancia ao estresse ambiental (Figueiredo et al.,
2009). O MH, em contraste com o PS e as variedades crioulas, apresenta
predominancia de Bacilli e Clostridia, cujas principais influéncias se déo na
promoc¢ao do rapido crescimento do hospedeiro (Olanrewaju et al., 2021), enquanto
classes relacionadas a resisténcia a patdgenos ou estresses abidticos ndo estéo

presente de forma expressiva.

5.2.3 - Analise taxondmica dos principais géneros bacterianos e anotacao funcional
diferenciada entre as variedades analisadas

Os géneros Stenotrophomonas, Bacillus, Acinetobacter e Brevundimonas
encontram-se de forma mais proeminente na analise de abundancia de géneros na
microbiota do PS. Stenotrophomonas tem sido associado a uma emergente fonte de
biofertilizantes e biopesticidas para uso em sistemas agricolas, como substituto dos
fertilizantes sintéticos (Kumar, et al., 2023). Enquanto Bacillus e Acinetobacter, como
agentes endofiticos, tém sido empregados na promogdo do crescimento de seu
hospedeiro (Liu et al., 2023; Zhao; Wang; Zhao, 2014). As Brevundimonas podem
ser usadas como bioinoculantes e promotores de crescimento vegetal a partir de sua
capacidade de fixagao de nitrogénio (Kumar; Gera, 2014).

A variedade crioula de MPC, assim como o PS, tem majoritariamente a
presenca de Bacillus em sua microbiota, além de Propionibacterium em que
algumas espécies sao relacionadas a preveng¢ao de mutagdes causadas por agentes
quimicos e por radiagdo UV (Vorobjeva et al., 2004). Ja na variedade MPR existe os

géneros Paenibacillus e Cellulosimicrobium, em que o primeiro associando-se a
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producao de lipopeptideos que tém sido descritos como agentes antimicrobianos na
composicao de produtos organicos para controle de patdégenos vegetais (Olishevska;
Nickzad; Deziel, 2019) e o segundo, pode ser relacionado com a degradacao de
celulose presente no meio para liberacédo e ciclagem de nutrientes do solo (Bao et
al., 2019).

A variedade MPV, além de Peanibacillus e Bacillus, também apresenta
abundancia de Micrococus e Methylobacterium. Sendo que ambos 0s géneros sao
associados a resisténcia a estresses ambientais (Patel et al., 2021) e promog¢ao do
crescimento e alargamento celular da parte aérea e da raiz das plantas (Grossi et
al., 2020). No MH, de maneira mais expressiva, encontram-se 0s géneros
Paenibacillus e Desulfovibrio, em que o ultimo é associado a ambientes anaerébicos
e conhecido por sua capacidade de reduzir sulfatos ao utilizar compostos de enxofre
como parte de seu metabolismo (Demin et al., 2024).

Observou-se a funcionalidade metanotrofia na microbiota na variedade MPV e
no PS em porcentagem diferencial das demais variedades estudadas. Tal
caracteristica esta intimamente relacionada ao ciclo do carbono e a mitigagcao de
gases do efeito estufa, o0 que sugere importantes implicagdes para
potencializar estratégias de sustentabilidade agricola (Aimen; Khan; Kanwal, 2018).
A significativa presenca desses microrganismos, nas duas variedades em
comparagdo com as demais testadas, que quando isolados sugere um potencial
biotecnolégico singular que pode ser explorado para desenvolvimento de
bioinsumos agricolas capazes de modular a captura de carbono no solo ou até
mesmo para redugao de emissdes de metano nos sistemas agricolas (Guerrero-
Cruz et al., 2021).

5.3 ANOTAGAO FUNCIONAL

Observou-se a funcionalidade metanotrofica na microbiota das variedades
MPV e PS em porcentagem diferenciada das demais variedades estudadas. Tal
caracteristica esta intimamente relacionada ao ciclo do carbono e a mitigagao de
gases do efeito estufa, uma vez que os microrganismos metanotroficos utilizam o
metano, gas cuja capacidade de retencéo de calor supera a do didxido de carbono,
como fonte de energia para seus processos metabdlicos, convertendo-o em diéxido
de carbono e agua. Dessa maneira, diminui a incidéncia do metano na atmosfera
terrestre (Rani et al., 2024).
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Esses microrganismos despertam grande interesse para aplicagdes industriais
e ambientais devido as suas caracteristicas microbiolégicas e metabdlicas
singulares. Eles podem ser empregados em engenharia bioquimica, biorremediagao
de poluentes como hidrocarbonetos halogenados, biotransformagédo de substratos
organicos, como a produgao de alcoois quirais, além da mitigagdo de gases de efeito
estufa por meio da conversao do metano (Gonzalez-Gutierrez et al., 2022).

Os microrganismos metanotréficos oxidam o metano a fim de aproveitar essa
energia sob condi¢des oxicas e anoxicas, utilizando diferentes aceptores de elétrons
para viabilizar a metabolizagdo do composto (Knief, 2015). Como unico sumidouro
bioldégico natural de metano, os metanotréficos desempenham um papel crucial no
ciclo global do carbono.

A maior presenga de microrganismos metanotroficos na microbiota
endofitica da variedade MPV e do PS destaca seu potencial para aplicacbes
biotecnolégicas no contexto agricola. Esses microrganismos, ao metabolizar o
metano absorvido a partir do solo ou da rizosfera, reduzem a emissdo desse
potente gas de efeito estufa, contribuindo para a mitigagdo do aquecimento
global (Knief, 2015; Gonzalez-Gutierrez et al., 2022). Além disso, a oxidagéo
do metano dentro dos tecidos vegetais pode estimular a producédo de
compostos que favorecem o crescimento das plantas, sugerindo um
papel duplo na promogao da sustentabilidade agricola e no aumento
da produtividade. Diante disso, o0s microrganismos metanotréficos endofiticos
emergem como recursos estratégicos para o desenvolvimento de bioinsumos
voltados a redugdo de impactos ambientais e a promog¢ao de praticas agricolas

mais eficientes (Bao et al., 2014; Guerrero-Cruz et al., 2021).

A presencga significativa desses microrganismos nas duas variedades, em
comparagdo com as demais testadas, indica um potencial biotecnoldgico
promissor. Quando isolados, esses microrganismos podem ser
explorados para o desenvolvimento de bioinsumos agricolas, capazes de
modular a captura de carbono no solo e contribuir para a reducéo das emissdes
de metano em sistemas agricolas (Guerrero-Cruz et al., 2021). Essa
funcionalidade sugere implicacdes relevantes para potencializar estratégias de

sustentabilidade agricola (Aimen; Khan; Kanwani, 2018).
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5.4 LIMITAGOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS

A analise da microbiota endofitica em sementes crioulas de milho e do
parente silvestre revela uma dimens&o complexa e promissora para a biotecnologia
agricola. Algumas limitacbes ressaltam a necessidade de investigacdes mais
abrangentes para elucidar a contribuigcdo funcional das comunidades microbianas
identificadas, especialmente considerando o papel estratégico que elas podem
desempenhar na agricultura sustentavel. Embora o estudo tenha identificado a
diversidade taxon6mica dessas comunidades microbianas, a funcionalidade
especifica dos microrganismos ainda permanece pouco explorada, limitando o
entendimento sobre como esses organismos influenciam o desenvolvimento e a
resiliéncia das culturas agricolas

Por fim, a representatividade das amostras de germoplasma, alinhadas a uma
profunda caracterizagdo das condicbes de cultivo e manejo das variedades,
utilizadas no estudo é outro aspecto que precisa ser ampliado. A diversidade
genética das amostras € crucial para a robustez das analises microbiologicas, ja que
diferentes gendtipos podem hospedar microbiotas distintas, com caracteristicas
unicas. Ampliar a coleta de germoplasma para incluir uma variedade maior de
gendtipos de milho crioulos, silvestres e outras formas melhoradas de milho, além de
transgénicos, provenientes de diferentes regides geograficas e condigdes
ambientais, é fundamental para capturar toda a variabilidade genética e ecoldgica da
espécie. Tal procedimento podera revelar interacbes simbidticas exclusivas de
determinados genotipos, juntamente com os seus ambientes, abrindo caminho para

descobertas relevantes para a biotecnologia agricola.
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6 CONCLUSOES

A anadlise da microbiota endofitica das diferentes variedades de milho
estudadas propdem uma relagéo estreita entre a diversidade microbiana, o processo
de domesticacdo e as condicbes de cultivo. A hipotese inicial, de que a
domesticacdo e o melhoramento genético, juntamente como cultivos com diferentes
entradas de insumos, afetam a diversidade e a funcionalidade da microbiota

endofitica foi reforgcada pelos resultados obtidos.

O teosinto, por estar sujeito a pressdes seletivas naturais, apresentou a
microbiota mais diversificada e com elevados numeros de OTUs, com alta
abundancia de filos bacterianos associados a resisténcia a estresses bidticos e
abidticos. As variedades crioulas de milho-pipoca, mesmo com menores numeros de
OTUS, mantiveram classes de bactérias com caracteristicas adaptativas, com a
presenca de microrganismos potencialmente benéficos para a sustentabilidade
agricola. Em contrapartida, a microbiota do milho hibrido transgénico, elevado em
namero de OTUS, porém concentrada em menor numero de niveis taxondmicos,
pode ter relagdo com a base genética estreita e refletiu 0 seu manejo em ambiente
de cultivo mais controlado, com menor necessidade de resisténcia a fatores
ambientais adversos, mas com maior eficiéncia na promogé&o do crescimento vegetal

a curto prazo.

A auséncia de OTUs compartilhadas entre as variedades analisadas reforca o
argumento que fatores como base genética, manejo agricola e condigdes ambientais
influenciam diretamente a composicdo da microbiota endofitica. A diversidade
microbiana encontrada nos diferentes gendtipos analisados ressalta a importancia
da conservacédo da diversidade genética do milho e de seu microbioma, visto que
algumas variedades, como o teosinto e as crioulas, podem representar fontes
valiosas de microrganismos benéficos para o desenvolvimento de bioinsumos e

estratégias agricolas mais sustentaveis.

Abre-se perspectivas para investigagcdes futuras, especialmente no
aprofundamento da funcionalidade dos microrganismos endofiticos, bem como no
isolamento destes, e na ampliacdo da representatividade de germoplasma de
estudos. A compreensdo detalhada dessas interagdes pode contribuir para o

desenvolvimento de tecnologias agricolas inovadoras, promovendo a resiliéncia das
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culturas frente as mudancas climaticas e a redug¢ao do uso de insumos quimicos.
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