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RESUMO

Este estudo investigou a diversidade microbiana das sementes de diferentes genoétipos de
milho, analisando o impacto da domesticacdo, do melhoramento genético e das praticas
agricolas sobre a microbiota. A hipétese foi de que a diversidade microbiana diminuiria
conforme o aumento do nivel de domesticacao e a intensificacdo do uso de insumos no
cultivo. Para testar essa hipotese, foram analisadas as radiculas das plantulas germinadas
de Teosinto (Zea Luxurians), parente silvestre do milho, trés variedades crioulas (Colorido,
Amarelédo e Rajado) e do hibrido transgénico SX 3197 TR por meio de sequenciamento da
regido 16S rRNA. O Teosinto apresentou a maior diversidade microbiana, destacando-se
como reservatério genético e microbiolégico. Dentre as variedades crioulas, o milho
Colorido mostrou maior diversidade em niveis taxon6micos superiores, sugerindo uma
maior interacdo ecologica favoravel a manutencdo de microrganismos benéficos. Ja as
variedades Amareldo e Rajado apresentaram perfis mais proximos ao do milho transgénico,
indicando que praticas agricolas, como o maior uso de fertilizantes, podem estar reduzindo
a variabilidade microbiana. O milho transgénico SX 3197 TR apresentou um numero
elevado de OTUs, mas menor diversidade em niveis taxondmicos superiores, sugerindo
gue grupos especificos de bactérias prosperam sob manejo intensivo. A composi¢cao da
microbiota variou entre 0s genoétipos, com predominancia dos Filos Proteobacteria e
Actinobacteria para o Teosinto. Ja as variedades cultivadas apresentaram predominancia
de Firmicutes, indicando possiveis impactos do manejo agricola sobre a estrutura
microbiana. Géneros como Bacillus, Stenotrophomonas e Paenibacillus foram identificados
no Teosinto e em algumas variedades crioulas, sugerindo um potencial para aplicacdes
biotecnolégicas, como o desenvolvimento de bioinsumos agricolas. A auséncia de OTUs
compartilhadas entre os genotipos refor¢a a singularidade da microbiota de cada variedade
e destaca a importancia da conservacado da diversidade genética do milho para manter a
microbiota associada a ele. A domesticacdo e o melhoramento genético, bem como 0s
distintos ambientes agricolas de cultivo podem influenciar a microbiota das sementes, com
possiveis consequéncias para a adaptacdo e a resiliéncia das plantas em diferentes
sistemas agricolas. E necessario ampliar os estudos sobre o papel funcional das bactérias,

incluindo seu isolamento, para explorar seu potencial em bioestimulantes agricolas.

Palavras-chave: domesticacdo; melhoramento genético; microbiota; milho; diversidade;

variedades crioulas.
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RESUMEN

Este estudio investigo la diversidad microbiana de semillas de diferentes genotipos de maiz,
analizando el impacto de la domesticacion, el mejoramiento genético y las practicas
agricolas en el microbiota. La hipotesis era que la diversidad microbiana disminuiria a
medida que aumentara el nivel de domesticacion y se intensificara el uso de insumos en el
cultivo. Para probar esta hipotesis, se analizaron las raicillas de plantulas germinadas de
teosinte (Zea Luxurians), un pariente silvestre del maiz, tres variedades locales (Colorido,
Amareldo y Rajado) y el hibrido transgénico SX 3197 TR mediante la secuenciacion de la
region de ARNr 16S. El teocintle present6 la mayor diversidad microbiana, destacandose
como reservorio genético y microbioldgico. Entre las variedades locales, el maiz Colorido
mostré una mayor diversidad en niveles taxonémicos mas altos, lo que sugiere una mayor
interaccion ecolégica favorable al mantenimiento de microorganismos beneficiosos. Las
variedades Amareldao y Rajado presentaron perfiles mas cercanos a los del maiz
transgénico, lo que indica que las practicas agricolas, como el mayor uso de fertilizantes,
pueden estar reduciendo la variabilidad microbiana. El maiz transgénico SX 3197 TR
mostro una gran cantidad de OTU pero una menor diversidad en niveles taxono6micos mas
altos, lo que sugiere que grupos especificos de bacterias prosperan bajo un manejo
intensivo. La composicion del microbiota varié entre genotipos, con predominio del Phyla
Proteobacteria y Actinobacteria para el Teosinte. Las variedades cultivadas mostraron
predominio de Firmicutes, lo que indica posibles impactos del manejo agricola en la
estructura microbiana. Se han identificado géneros como Bacillus, Stenotrophomonas y
Paenibacillus en el teosinte y algunas variedades locales, lo que sugiere un potencial para
aplicaciones biotecnoldgicas, como el desarrollo de bioinsumos agricolas. La ausencia de
OTU compartidas entre genotipos refuerza la singularidad del microbiota de cada variedad
y resalta la importancia de conservar la diversidad genética del maiz para mantener el
microbiota asociado a él. La domesticacion y la mejora genética, asi como los diferentes
entornos de cultivo agricola, pueden influir en el microbiota de las semillas, con posibles
consecuencias para la adaptacion y resiliencia de las plantas en diferentes sistemas
agricolas. Es necesario ampliar los estudios sobre el papel funcional de las bacterias,

incluido su aislamiento, para explorar su potencial en bioestimulantes agricolas.

Palabras clave: domesticacion; mejoramiento genético; microbiota; maiz; diversidad;

variedades locales.
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ABSTRACT

This study investigated the microbial diversity of seeds of different corn genotypes,
analyzing the impact of domestication, genetic improvement and agricultural practices on
the microbiota. The hypothesis was that microbial diversity would decrease as the level of
domestication increases and the use of inputs in cultivation intensifies. To test this
hypothesis, the radicles of germinated seedlings of Teosinte (Zea Luxurians), a wild relative
of corn, three landraces (Colorido, Amareldo and Rajado) and the transgenic hybrid SX 3197
TR were analyzed by sequencing the 16S rRNA region. Teosinte showed the greatest
microbial diversity, standing out as a genetic and microbiological reservoir. Among the
landraces, Colored corn showed greater diversity at higher taxonomic levels, suggesting a
greater ecological interaction favorable to the maintenance of beneficial microorganisms.
The Amareldo and Rajado varieties presented profiles closer to those of transgenic corn,
indicating that agricultural practices, such as the greater use of fertilizers, may be reducing
microbial variability. The transgenic corn SX 3197 TR presented a high number of OTUs,
but lower diversity at higher taxonomic levels, suggesting that specific groups of bacteria
thrive under intensive management. The composition of the microbiota varied among
genotypes, with a predominance of the Proteobacteria and Actinobacteria phyla for
Teosinte. The cultivated varieties presented a predominance of Firmicutes, indicating
possible impacts of agricultural management on the microbial structure. Genera such as
Bacillus, Stenotrophomonas and Paenibacillus were identified in Teosinte and in some
landraces, suggesting a potential for biotechnological applications, such as the development
of agricultural bioinputs. The absence of OTUs shared among genotypes reinforces the
uniqueness of the microbiota of each variety and highlights the importance of conserving
the genetic diversity of corn to maintain the microbiota associated with it. Domestication and
genetic improvement, as well as different agricultural cultivation environments, can influence
seed microbiota, with possible consequences for plant adaptation and resilience in different
agricultural systems. It is necessary to expand studies on the functional role of bacteria,

including their isolation, to explore their potential as agricultural biostimulants.

Keywords: domestication; genetic improvement; microbiota; maize; diversity; creole

varieties.
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1 INTRODUCAO

Ao longo de aproximadamente 10.000 anos, as espécies vegetais foram
selecionadas e adaptadas para atender as necessidades alimentares e de producao dos
seres humanos. Esse processo gradual e continuo de sele¢do resultou em mudancas
significativas nas caracteristicas genéticas, fenotipicas e ecolégicas das plantas,
impactando ndo apenas a diversidade genética, mas também as interagbes com o0s
microrganismos associados a elas, assim como o microbioma, que desempenhou um papel
fundamental na evolugéo da agricultura e das sociedades humanas. (VEASEY et al., 2011;
BRISSON et al., 2019)).

A microbiota bacteriana estabelece diversos tipos de interacdes com as plantas, que
variam desde a simbiose até o parasitismo, ambas com potencial para beneficiar a
agricultura por meio de produtos biotecnologicos (SIERRA, 2020). Essas bactérias exercem
influéncia direta no crescimento vegetal por meio de mecanismos como a fixacado de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producdo de fitormonios e inducdo de resisténcia a
estresses, enquanto também contribuem indiretamente para o controle biolégico de
fitopatdogenos (ISHIZAWA, 2017). Por exemplo, bactérias endofiticas como Herbaspirillum
seropedicae demonstraram capacidade de promover o crescimento em varias espécies
vegetais e de mitigar os efeitos do estresse hidrico em milho (LEANDRO, 2016).

Os microrganismos endofiticos podem ser encontrados em diferentes
compartimentos da planta, incluindo a parte aérea, as raizes e as sementes. Nesse
contexto, estudos destacam a influéncia significativa das bactérias endofiticas presentes
nas sementes, tanto no crescimento das plantas, quanto no controle de fitopatdgenos
(GARCIA, KNAAK e FIUZA, 2016). Além disso, a microbiota das sementes € impactada
pelo melhoramento genético das plantas, dado o continuo processo de estreitamento de
base genética das cultivares desenvolvidas, e pelo cultivo em ambientes com alta entrada
de insumos agricolas (GUTIERREZ e GRILLO, 2022). A caracterizagao e comparagao das
comunidades bacterianas de sementes de gendtipos contrastantes, como parentes
silvestres e variedades melhoradas de milho, pode ajudar a entender a estrutura e a
dindmica do holobioma vegetal, definido como a associacdo entre o organismo e seu
microbioma (AGLER et al., 2016).

As interagGes entre plantas e microrganismos sao complexas e requerem pesquisas
para preencher lacunas cientificas, bem como para explorar novas possibilidades que

contribuam para uma agricultura sustentavel. Durante o processo de domesticacdo, a
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diferenciacéo entre os microbiomas de plantas silvestres e cultivadas pode ser atribuida a
variagcbes ambientais e genéticas, que influenciam as interacdes planta-microbioma
(CONTRERAS-LIZA, 2021). A reducdo na diversidade genética e nas caracteristicas
morfolégicas das plantas cultivadas, bem como o cultivo constante em ambientes com
abundancia de adubos e agrotéxicos, em comparacdo com seus parentes silvestres, que
vivem em ambientes com baixa interferéncia humana, pode afetar a composicéo e as
funcdes ndo apenas dos microrganismos endofiticos, mas de todo o microbioma associado,
influenciando a capacidade das plantas de resistir a estresses bioticos e abitticos
(GUTIERREZ e GRILLO, 2022). Nesse contexto, lanca-se a hipétese de que sementes de
variedades modernas, tais como, uma hibrida transgénica, normalmente cultivada em
ambientes com alta entrada de insumos, quando comparadas com variedades crioulas
(cultivares tradicionais), majoritariamente manejadas por agricultores familiares em
ambientes com adubacao orgéanica e/ou ausente, ou com algum parental silvestre do milho,
gue se desenvolve em ambientes com baixa interferéncia humana, apresentam a
diversidade do microbioma afetada, resultando em menor diversidade de endofiticos
residente nas sementes, dada a baixa necessidade de interagir com patégenos e pragas,
e buscar aporte nutricional.

Para testar essa hipoétese, dirigiu-se a um microcentro de diversidade da cultura, a
cidade de Anchieta, em Santa Catarina, para coletar genétipos de milho crioulos
conservados pelos agricultores familiares ao longo de geracbes em ambientes com
adubacao organica e/ou ausente. Nesse local, identificou-se a presenca do parente
silvestre da cultura, a espécie Zea Luxurians, teosinto conhecido popularmente como dente-
de-burro (SILVA et al., 2015), cujo cultivo ocorre areas marginais aquelas cultivadas ou em
ambientes com baixa interferéncia humana. Diante do exposto, este estudo teve como
objetivo investigar se o processo de domesticagdo e o melhoramento genético,
caracterizados pelo estreitamento da base genética das culturas agricolas e pelo cultivo em
ambientes com maior interferéncia humana, afetaram a diversidade e a composi¢cdo do
bacterioma residente das sementes de milho cultivadas, comparando-as com variedades
crioulas e com o parente silvestre da cultura. Tais informacdes, se comprovadas
particularidades na composicao de endofiticos, poderao ser Uteis para o desenvolvimento

de insumos biotecnoldgicos aplicaveis em uma agricultura mais sustentavel.
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar e comparar a diversidade bacteriana endofitica residente nas sementes
de milho (Zea mays L.) de trés variedades crioulas e de um parente silvestre (Zea
Luxurians), em comparagdo com uma cultivar hibrida transgénica, visando um
entendimento integrador da composicdo das comunidades bacterianas que podem ter sido
influenciadas pelos processos de domesticacdo e melhoramento vegetal, dado o processo

de estreitamento da base genética e diferencas nos ambientes de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter sementes de milho crioulas, transgénica e silvestre, registrando informacdes
sobre 0 manejo, origem e caracteristicas das variedades coletadas.

Realizar a desinfestacdo superficial e germinacdo das sementes em condicoes
controladas.

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, por
meio de Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs), as comunidades bacterianas
associadas as sementes de cada gendtipo.

Processar os dados de metabarcoding por meio de ferramentas de bioinformatica
para descrever a diversidade alfa e beta, identificar taxons dominantes e avaliar diferencas
na composi¢cao microbiana entre 0s genotipos.

Propor microrganismos endofiticos com potencial para promover o crescimento

vegetal ou contribuir para a agricultura sustentavel, com base em analises taxondmicas.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.1 Domesticagéo de Plantas: Processo e Impactos

Originéaria do latim, a palavra "domesticar" tem sua etimologia associada & ideia de
trazer para o "domus", o lar. A domesticacdo de espécies vegetais, iniciada ha
aproximadamente 10.000 anos, emerge como um processo de selecdo, buscando adaptar
uma determinada espécie ao ambiente moldado pelo homem, com foco em caracteristicas
de interesse (CLEMENT et al., 2024). Esse processo foi fundamental para a agricultura
moderna, tornando as plantas mais produtivas para atender as necessidades alimentares
humanas.

Ha milénios, sociedades de cacadores-coletores implementavam a domesticacao
como pratica agricola de forma autbnoma em diversas regiées do mundo (JORGE, 2004).
O processo de domesticacdo de plantas, caracterizado por sua natureza gradual e
continua, modificou ao longo do tempo as caracteristicas das plantas, acarretando
importantes repercussdes ecologicas. A medida que a domesticacdo progride, a sele¢io
realizada pelos humanos ndo apenas reduz a diversidade genética das espécies, mas
também impacta na sua ecologia, fisiologia e fenotipo, conferindo instabilidade ao ambiente
de cultivo e gerando interdependéncia entre a espécie e os cuidados humanos para a sua
sobrevivéncia (PURUGGANAN, 2019).

A domesticacdo do milho ilustra claramente essa interacdo entre as plantas e as
civilizagdes, principalmente os Maias e os Astecas, que se tornaram dependentes da cultura
para suprir necessidades alimentares (COSTA, 2020). Nesse processo, as variedades de
milho cultivadas também passaram a depender dos humanos para sobreviver, devido a
carateristicas perdidas e/ou adquiridas na domesticacao (MOLIN, 2012). Datada entre 7 e
10 mil anos atras, a domesticacdo do milho transformou essa planta na principal espécie
vegetal domesticada na América, devido a intensa selecao natural realizada pelos povos
indigenas. De forma resumida, acredita-se que o milho tenha se originado a partir do
teosinto, uma graminea muito semelhante ao milho, porém com uma espiga muito pequena
e graos facilmente dispersos. As duas espécies sao capazes de cruzar naturalmente e gerar
descendentes férteis (UDRY e DUARTE, 2000). Na Figura 1, pode-se observar a

transformacao da estrutura da espiga do milho desde a sua evolugéo a partir do teosinto.
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Notoriamente, as principais caracteristicas transformadas estiveram relacionadas ao

numero de fileiras por espigas, bem como ao nimero e tamanhos dos gréaos destas.

Figura 1 - Evolucédo do milho a partir do teosinto: mudancas estruturais na espiga do
género Zea ao longo do tempo.
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Fonte: Costa, 2020. Adaptado de Kistler et al., 2018.

O milho (Zea mays L. ssp. mays) € uma graminea da familia Poaceae, pertencente
ao género Zea (SILVA, 2015). O género Zea € composto por cinco espécies que incluem o
milho e seus parentes silvestres, chamados também de teosinte ou teosinto: Z. mays, Z.
diploperennis, Z. perennis, Z. luxurians e Z. nicaraguensis (COSTA, 2020). Na Figura 2,
encontram-se demonstradas as caracteristicas morfolégicas da planta e da espiga tanto do
teosinto quanto do milho, onde pode-se perceber, de forma contundente, a redugcéo no
namero de perfilhos da planta do teosinto, bem como o0 aumento do tamanho das espigas

no milho domesticado.

Figura 2 - Caracteristicas morfologicas da planta (A) e da espiga (B) do teosinto e do
milho.
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Fonte: Costa, 2020. Adaptado de Yang et al., 2019 e Doebley et al., 1990.

Utilizando mecanismos genéticos como, principalmente, deriva genética, mutacdes
e processos de hibridacdo, a domesticacdo de plantas intensificou-se com o aumento
populacional, resultando em uma significativa perda da diversidade genética nas culturas
gue passaram por tal processo, bem como a alteracéo da paisagem e das formas de cultivo
(VEASEY et al., 2011). A domesticacao levou a um processo de estreitamento da base

genética devido ao processo de selecdo; isto €, com o numero reduzido de plantas
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selecionadas para compor as sementes do proximo ciclo, parte dos alelos é perdida, bem
como as frequéncias génicas sdo alteradas. A reducdo da base genética é ainda mais
acentuada pelo melhoramento genético formal, visto que as principais variedades utilizadas
sdo hibridas, resultante do cruzamento de linhagens homozigoéticas; por consequéncia,
obtém-se a uniformidade genética.

Devido ao cultivo de plantas em ambientes mais tecnificados, com maior uso de
insumos agricolas, e aos desafios ambientais crescentes, tais como mudancas climaticas,
poluicdo, escassez de recursos naturais e desmatamento, ha a necessidade de aumentar
a variabilidade genética de variedades modernas para que possam tolerar situacdes de
estresse ou ataque de patégenos. Isso tem levado a busca de genes em espécies de
plantas silvestres, bem como nas variedades crioulas, que sdo variedades tradicionais
desenvolvidas e mantidas por agricultores ao longo das geragcbes, sem 0 uso de
melhoramento genético formal (MARTINEZ-ROMERO et al., 2020). E nos recursos
genéticos vegetais que residem fontes promissoras para a prospeccado de produtos
biotecnoldgicos, os quais tém o potencial de impulsionar o desenvolvimento de estratégias
sustentaveis para enfrentar os desafios ambientais e as questdes decorrentes do aumento

populacional, trazendo beneficios significativos para sociedade.

2.1.2 Conservacédo dos Recursos Genéticos Vegetais

Na atualidade, cujo modelo de agricultura é baseado na uniformidade genética e em
ambientes agricolas com excesso de aporte nutricional e agrotéxicos, a busca por genes
em plantas silvestres e nas variedades crioulas, visando a ampliacdo da base genética no
melhoramento, deve-se as a¢bdes de conservacao dos recursos genéticos vegetais. Esses
recursos constituem uma parte crucial da biodiversidade, com aplicacdo atual ou potencial
para a humanidade. A conservacao desses recursos surge como uma atividade estratégica,
destinada a enfrentar os desafios presentes e futuros, assegurando a sustentabilidade da
agricultura, a producdo de alimentos para a crescente populacéo global, a reducdo da
pobreza e a garantia da seguranca alimentar (BRASIL, 2020).

Dentre as estratégias para conservar 0s recursos genéticos vegetais, a conservacao
in situ possibilita a continua evolucdo da espécie com o meio. Esta é definida, de acordo
com a Convencdo sobre Diversidade Bioloégica (CDB), como a preservacdo dos
ecossistemas e dos habitats naturais, bem como a manutencédo e a reconstituicdo de
populacbes viadveis de espécies em seus ambientes naturais e, no caso de espécies

domesticadas e cultivadas, nos ambientes onde desenvolveram seus caracteres distintos
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(BRASIL, 1992). No caso do milho, cujo centro de origem € o México, a conservagao in situ
€ realizada nesse pais, bem como em diversos outros locais do mundo, como 0s centros
de diversidade, onde o milho domesticado desenvolveu suas caracteristicas distintivas
(TEIXEIRA e TRINDADE, 2021). Assim como a conservacgao in situ a conservacao permite
gue as espécies cultivadas continuem seu processo evolutivo, ao mesmo tempo em que
garantem a seguranca alimentar de seus agricultores, visto que essas variedades sao
cultivadas por pequenos agricultores, comunidades locais e popula¢des indigenas, na
maioria das vezes (SANTONIERI e BUSTAMANTE, 2016).

Além dos métodos de conservacdo dentro dos habitats naturais, ha a conservagao
ex situ, que consiste na manutencéo fora do habitat natural de uma representatividade da
biodiversidade com importancia cientifica, econébmica ou social (BRASIL, 2020). Este
método visa manter a viabilidade de recursos genéticos em bancos de germoplasma,
culturas de tecidos e/ou criogenia, por exemplo. Apesar de interromper 0S processos
evolutivos, sdo métodos eficazes na conservacdo de genes por longos periodos e na
conservacdo dos recursos genéticos em espacos reduzidos (SANTONIERI e
BUSTAMANTE, 2016). A estratégia ex situ deve ser encarada com um backup de
seguranca da diversidade conservada in situ e in situ on farm, uma vez que as duas
estratégias sdo complementares.

Quanto a espécie-alvo da pesquisa, o0 milho conta com a conservacao de seus
recursos geneéticos, tanto in situ, in situ on farm, quanto ex situ ao redor do mundo. No
Brasil, a Embrapa Milho e Sorgo desempenha um papel importante na conservacgao ex situ.
A Instituicdo mantém o Banco Ativo de Germoplasma de Milho, cujo objetivo é manter a
variabilidade genética da cultura e fornecer aos programas de melhoramento germoplasma
gue represente de forma adequada essa diversidade (TEIXEIRA et al., 2006). No caso da
conservacao in situ on farm, foi identificado um microcentro de diversidade da cultura,
localizado no Sul do pais, na regido do extremo oeste do Estado de Santa Catarina. Os
microcentros de diversidade sao assim denominados devido a areas geograficas muito
restritas, nas quais hd uma acumulacdo significativa da diversidade (COSTA, 2020).
Naquela regido, que compreende aos municipios de Anchieta e Guaraciaba (Figura 3), o0s
agricultores realizam o resgate, a conservacao e o manejo da agrobiodiversidade, além de
usarem o milho na alimentacdo humana e animal, desempenhando uma funcéo social de

extrema relevancia cultural.
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Figura 3 - Localizagdo dos municipios de Anchieta e Guaraciaba, extremo Oeste de
Santa Catarina, Sul do Brasil, local conhecido como um microcentro de diversidade do
milho.
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Fonte: Silva, 2015.

O potencial de atuacdo em programas de melhoramento genético foi observado nas
variedades locais de Anchieta e Guaraciaba, principais municipios do microcentro de
diversidade. De acordo com Costa (2020), as variedades locais conservadas naquele local
apresentam elevado potencial produtivo e adaptativo, principalmente diante de estresses
bidticos causados por fungos, bactérias, insetos e outros organismos biologicos, além de
serem fontes naturais de carotenoides, antocianinas e compostos fendlicos. No local, sdo
encontradas populacdes de teosinto, da espécie Zea luxurians, que estdo presentes na
regido desde 1949 para fins forrageiros (SILVA et al., 2015).

Atrelada as variedades locais conservadas no microcentro de diversidade, acredita-
se que as sementes crioulas e silvestres do milho possuam uma microbiota endofitica
residente, ou seja, microrganismos que habitam o interior das plantas. E possivel que essa
microbiota seja diferente da encontrada em sementes de milho melhoradas, como as
hibridas, devido ao processo de estreitamento de base genética e ao cultivo em ambiente
com adubacéo organica reduzida ou inexistente. A microbiota esta intimamente ligada ao
desempenho da planta, o que significa que as interacdes entre a planta e microrganismos
podem fornecer vantagens adaptativas ao meio em que séo cultivadas (HANEY et al.,
2015).

2.1.3. Microbiota Endofitica: Papel e Interdependéncia no Ecossistema Planta-
Microrganismo

Sabe-se que todas as plantas vivas sdo hospedeiras de uma grande diversidade de

microrganismos, incluindo fungos, bactérias, protozodrios, virus e arqueias, sejam estes
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epifiticos ou endofiticos. Microrganismos epifiticos sdo definidos como microrganismos que
vivem e se reproduzem na superficie foliar das plantas. Diferentemente dos epifiticos, os
microrganismos endofiticos referem-se aqueles capazes de colonizar os tecidos internos
da planta de forma assintomatica, sem apresentar crescimento estendido para fora das
plantas nem promover a formagdo de estruturas anOmalas. No entanto, esses
microrganismos associados, desempenham fun¢des essenciais no desenvolvimento da
planta, como fornecimento de nutrientes, auxilio na absorcdo de agua, aumento da
tolerancia a estresses ambientais e defesa contra pragas (VIEIRA, 2015).

O conjunto de microrganismos que vivem em associagdo com as plantas recebe o
nome de microbiota. A partir do microbioma, podemos afirmar que o fenotipo de uma planta
nao € determinado apenas pela sua resposta ao meio ambiente, mas também pela
genética, pela microbiota associada, pela sua relacdo com o meio ambiente e pelas
interacbes entre os membros do ecossistema (CONTRERAS-LIZA, 2021). Embora os
microrganismos possam ser herdados por meio de sementes, rizomas, estacas e insetos,
uma parte importante do microbioma € proveniente do ambiente circundante. Além de
variagdes ambientais, variagbes genéticas desempenham um papel importante na estrutura
dos microbiomas, visto que a selecao natural e os melhoristas de plantas atuam nessas
variacfes (GUTIERREZ e GRILLO, 2022). Na Figura 4, € possivel observar caracteristicas
gue sofreram influéncia da manutencéo do microbioma e que foram afetadas pelo processo
de domesticacédo, a saber, a imunidade vegetal, a estrutura foliar, a morfologia radicular,

entre outras.

Figura 4 - Principais caracteristicas relacionadas & montagem e manutencao do
microbioma nas plantas: uma comparacao entre um parente silvestre e uma variedade
domesticada de milho.

Imunidade da planta

Estrutura foliar > f \

Sementes e Frutas

sk .

Morfologia da railz

jera

Parente silvestre Exsudatos da raiz Domesticado
stividade antimicrobsana

Versdo Final Honol ogada
13/ 03/ 2025 09: 18



Fonte: Adaptado de Gutierrez e Grillo, 2022.

21

Antes da domesticacao, os parentes silvestres das plantas cultivadas evoluiram em

associagdo com uma ampla variedade de microrganismos, que participavam de interagoes

patogénicas, predatorias, comensais e mutualisticas (CONTRERAS-LIZA, 2021). Com a

selecédo de apenas alguns genotipos para o cultivo humano e em ambientes alterados por

praticas agricolas, observaram-se consequéncias, como perturbacdes negativas no
microbioma das plantas (MARTINEZ-ROMERO et al., 2020). Na Figura 5, é possivel

observar a diminuicdo na microbiota vegetal apos as plantas passarem pelo processo de

domesticacéo, indicando que a selecéo de alguns gendtipos causou perturbacdes, como a

diminuicdo da microbiota residente, isto €, o conjunto de microrganismos que habitam de

forma estavel as superficies e os tecidos internos das plantas, desempenhando funcdes

essenciais no desenvolvimento e na protecéo vegetal (EMBRAPA, 2025).

Figura 5 - Gendtipos diversos (em cores diferentes) de plantas silvestres (esquerda)
filtrados por domesticacgéo, tipos domesticados (meio), diversificacdo por radiagdes de
plantas domesticadas (direita) e possiveis efeitos na microbiota vegetal.
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Fonte: Adaptado de Martinez-Romero et al., 2020.

Durante o processo de domesticacdo e melhoramento de

plantas, ha uma

consideravel diminuigcdo no tamanho efetivo da populacéo vegetal, resultando na perda da

diversidade genética devido aos efeitos fundadores e a deriva genética. Isso pode

ocasionar a perda de alelos cruciais para as interagdes entre planta e microbioma, devido

Versdo Final Honol ogada
13/ 03/ 2025 09: 18



22

aos gargalos associados a domesticacao. Assim, embora os microbiomas vegetais ndo
tenham sido alvo direto de selecdo durante os processos de domesticacdo e do
melhoramento vegetal, a diferenciacdo entre os microbiomas de plantas silvestres e
cultivadas pode surgir devido as altera¢gfes induzidas pela domesticagcéo nos fenoétipos que
influenciam as interagbes entre o hospedeiro e o microbioma (GUTIERREZ e GRILLO,
2022).

Com base no entendimento anterior, surge a hipotese de que a domesticacdo e o
melhoramento, juntamente com a alteracdo dos ambientes agricolas devido a alta entrada
de insumos, possam ter impactado a estrutura da composicéo e as fungdes da microbiota
associada, influenciando as interacdes planta-microbioma. Isso é corroborado pela
observacdo de que plantas cultivadas, frequentemente, apresentam caracteristicas
inferiores as de seus progenitores silvestres em intera¢cdes com o meio ambiente, tais como
resisténcia a pragas e patdgenos, tolerancia a seca e aquisicdo de nutrientes, interacdes
essas que sado mediadas pelo microbioma (GUTIERREZ e GRILLO, 2022). Embora ainda
haja poucos estudos sobre as alteracdes microbianas decorrentes da domesticacdo e
selecédo, os microbiomas contrastantes presentes nas sementes de parentes silvestres e
de cultivares modernas tém despertado interesse. Essa compreensdo pode orientar o
desenvolvimento de solucdes biotecnolégicas para agricultura e contribuir para a
conservacdo e restauracdo de microrganismos benéficos, promovendo a inducdo de
tolerdncia ao estresse biodtico e abidtico (CONTRERAS-LIZA, 2021). Nesse aspecto, as
sementes abrigam uma diversidade de microrganismos que compdem o microbioma, sendo
essa de grande interesse devido a possibilidade de transmisséo vertical de endéfitos para
a progénie (JOHNSTON-MONJE e RAIZADA, 2011).

2.1.4 Abordagens de Metabarcoding na Identificacdo de Taxons Microbianos

Nos ultimos anos, a anélise de DNA ambiental e de DNA obtido a partir de amostras
compostas por multiplos organismos tém ganhado destaque em estudos voltados a
biodiversidade (BOHMANN et al.,, 2022). No ambito da biodiversidade genética, o
metabarcoding de DNA consolidou-se como a estratégia amplamente utilizada,
destacando-se pela capacidade de identificar, de maneira direcionada e econdmica,
diversos taxons simultaneamente a partir de amostras ambientais, como solo, agua e
amostras contendo multiplos organismos (BALINT et al., 2014). Essa metodologia combina
a amplificacdo por PCR de regifes especificas do DNA, conhecidas como barcodes

geneéticos, com o sequenciamento de nova geracdo (NGS) para identificar as espécies
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presentes em uma amostra. No caso de microrganismos, genes altamente conservados,
como o0 16S rRNA para bactérias e o ITS para fungos, sdo frequentemente utilizados como
alvos para amplificacdo (HEBERT et al., 2003).

O metabarcoding permite a identificagdo simultanea de multiplos tAxons dentro de
uma Unica amostra, agilizando o processamento e aumentando a eficacia na obtencgéo de
dados. Quando aplicado em espécies microbianas, o metabarcoding oferece uma visao
detalhada da dinamica da populacado microbiana, além de determinar a abundancia relativa
de diferentes populacbes (MERIEUX NUTRISCIENCES, 2023). A técnica também se
destaca pela alta sensibilidade e especificidade na identificacdo de espécies, configurando-
se uma ferramenta poderosa para analises de comunidades biolégicas complexas
(COGHLAN et al., 2012). Para a organizacao dos dados gerados por essa abordagem, sao
empregadas Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs), que representam
agrupamentos de sequéncias de DNA com alta similaridade e s&o amplamente utilizadas
como unidades de organizacdo taxonbémica funcional em estudos de comunidades
microbianas. Tradicionalmente, sua definicdo é baseada em um limiar de similaridade de
aproximadamente 97% para o gene 16S rRNA em bactérias e arqueias, o que corresponde,
de forma aproximada, ao nivel de espécie (WEI et al., 2021).

A técnica de metabarcoding tem gerado resultados importantes na identificacéo e
caracterizacdo de microbiomas associados a sementes de diversas espécies agricolas,
especialmente no milho (LIU et al., 2013). Estudos demonstram que sementes sao habitats
complexos que abrigam comunidades microbianas diversas, sendo as bactérias dos filos
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes e 0s géneros Pantoea,
Enterobacter, Pseudomonas, Acinetobacter e Sphingomonas predominantes em 62
espécies de plantas (JOHNSTON-MONJE et al., 2021). Assim como em outras culturas
agricolas, dados com base no sequenciamento e no isolamento, demonstram que as
bactérias das sementes de milho também sdo dominadas por Proteobacteria,
Actinobacteria e Firmicutes, além da maioria dos fungos serem do filo Ascomycota
(WALLACE, 2022).
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Obtencédo do Germoplasma de Milho

A coleta de germoplasma de milho foi realizada no dia 16 de mar¢co de 2024, no
Municipio de Anchieta, Santa Catarina. A cidade e a regido foram reconhecidas como um
micro-centro de diversidade da espécie Zea mays (SILVA, 2015). Antes da coleta de
sementes, esta agdo foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), por meio do nimero de
Cadastro n® AE399EB. Em conjunto com as atividades de coleta das sementes, foi aplicado
um questionario sobre 0s aspectos de manejo e conservacdo das variedades crioulas de
milho. De maneira sucinta, utilizaram-se cinco genétipos de milho: o parente silvestre Zea
Luxurians, as variedades crioulas Colorido, Rajado e Amareldo, e a cultivar hibrida

transgénica SX 3197 TR, conforme exposto na Figura 6.

Figura 6 - Gendtipos de milho utilizados no estudo. Da esquerda para direita encontra-se
o Teosinto, os milhos Colorido, Amareldo e Rajado, e a variedade hibrida transgénica SX
3197 TR.

Fonte: Autoria prépria, 2025.

O milho Colorido encontra-se cultivado pelo agricultor Deugénio Albertam, no
municipio de Anchieta, em uma éarea de aproximadamente 7 mil metros quadrados,
utilizando de 12 a 15 quilos de sementes para semeadura. Ele cultiva essa variedade ha
cerca de 7 anos, sem 0 uso de produtos quimicos, sendo ele o responsavel pelo plantio,
colheita e armazenamento das sementes. A variedade teve origem a partir de uma doacgao
de um vizinho e é usada tanto para alimentagdo animal, quanto para consumo familiar. O
milho Amareldo, cultivado pelo agricultor Léo Chenet, também em Anchieta, € uma
variedade de gréos dentados e coloragcdo amarela. Ele cultiva a variedade ha cerca de 40

anos, utilizando ureia e cama de aviario como adubos, empregando aproximadamente meio
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quilo de sementes na semeadura. Ele é responsavel pelos cuidados com a plantacdo e
seleciona as melhores espigas para serem armazenadas. A semente foi adquirida em uma
feira de trocas de sementes e € destinada ao consumo da familia. Ja sobre o milho Rajado,
nao foi possivel obter informacfes sobre seu manejo, pois o agricultor responsavel ndo foi
encontrado, e as sementes foram fornecidas pela cooperativa local, a Cooper Anchieta.

Assim como o milho Rajado, as sementes de Teosinto foram fornecidas pela Cooper
Anchieta. No entanto, o estudo realizado por Silva et al. (2015) informa que essa planta,
localmente conhecido como “dente de burro”, possui ocorréncia registrada na regido desde
1949. O Teosinto apresenta origens diferentes, dependendo do agricultor que o cultiva.
Alguns agricultores adquiriram sementes por meio de compra de outros agricultores, outros
manejam plantas que ocorrem ou ocorriam nas suas propriedades, provavelmente
desenvolvidas através da dispersao natural. 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 coloracéo variada, incluindo tons de
cinza, multicolorido, branco, marrom, preto, amarelo e roxo. Seu uso principal ocorre como
forragem, principalmente como pastagem para gado leiteiro. Contudo, outras
caracteristicas relevantes foram mencionadas, como resisténcia a pragas e doencas,
tolerAncia a seca, a altas e baixas temperaturas, além de sua utilidade em praticas
tradicionais e artesanais.

O milho transgénico SX 3197 TR, foi adquirido da Baspan, marca registrada do grupo
Basso Pancotte, com o Lote 238243312. Esse hibrido foi geneticamente modificado para
desenvolver resisténcia ao glifosato. Com validade até maio de 2025, os grdos séo
dentados, com coloracdo amarela alaranjada e apresentam como caracteristicas uma
pureza minima de 95% e uma germinacdo minima de 85%.

Todas as sementes das variedades adquiridas foram armazenadas em geladeira (4
°C) no Departamento de Laboratérios de Ensino (DELABEN) da Universidade Federal da

Integracao Latino-Americana (UNILA).

2.2.2 Lavagem e Germinagao das Sementes

As sementes foram lavadas seguindo o protocolo de Barra et al. (2016) e Acuia et
al. (2023), com adaptagbes. Em fluxo laminar estéril, 45 sementes por genotipo foram
imersas em etanol 75% por 2 minutos, seguidas de uma imersao em solucao de hipoclorito
de sddio (2,5 v/v) por mais 2 minutos e, posteriormente, enxaguadas trés vezes com agua

destilada estéril por 5 minutos, sendo todas as etapas realizadas sob constante rotacéao
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manual. Adicionalmente, aliquotas de 100 pL de 4gua do ultimo enxague foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani, incubadas a 25 °C durante todo o periodo
de germinacdo das sementes, para confirmar a auséncia de bactérias epifitas nas
sementes. Caso fossem detectados microrganismos, as repeticdes eram descartadas.

A geminacédo de 45 sementes por genétipo foi conduzida em placas de Petri 90x15
mm, contendo meio agar-agua, preparado de acordo com as instrucdes do fabricante. Este
processo de germinacédo foi realizado em triplicata (trés repeticdes) em placas de Petri
individuais. As placas foram alocadas em Incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(BOD), onde permaneceram em condi¢des controladas de luz (12 horas claro/escuro), a
uma temperatura constante de 25 °C até o alongamento da primeira radicula para excisar
0s compartimentos das sementes, ou seja, cotilédones e eixos embrionarios. A excisao e a
coleta dos compartimentos de sementes foram realizadas com bisturis e pingas limpos com

etanol 70% (v/v) e esterilizados.

2.2.3 Extracdo do DNA da Microbiota Endofitica

A extracdo de DNA das radiculas das plantulas foi realizada por meio do protocolo
estabelecido por Johnston-Monje e Raizada (2011) e Nanfack et al. (2024), com
adaptacdes. As radiculas foram submetidas a maceracdo, em almofariz e pistilo estéreis,
com nitrogénio liquido. Os macerados foram transferidos para tubos plasticos estéreis de 2
mL e usados para extracdo de DNA com um kit DNeasy PowerSoil de acordo com as
instrucdes do fabricante (Qiagen, Inc., Germantown, MD, EUA), conforme Acufa et al.
(2023). Em seguida, o DNA foi quantificado para determinar sua concentracao e pureza
utilizando 1 pL de amostra no espectrofotbmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific),
sendo selecionados somente 0s extratos que apresentavam uma relacdo de absorbancia

A260/A280 de ~ 1,8 para a analise molecular.

2.2.4. Metabarcoding

A biblioteca de amplicons do gene 16 S rRNA foi realizada conforme descrito no kit
do sistema lllumina MiSeq e de acordo com o protocolo de servi¢o. As sequéncias de genes
especificos alvos amplificados corresponderam as regiées V3 e V4 do gene 16S rRNA, de
acordo com Klindworth et al. (2013), sendo: 16S amplicon PCR forward primer 5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3' e
16S amplicon PCR reverse primer 5'-
GTCTCGTGGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-
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2.2.5 Processamento de Dados de Sequéncia

Os dados obtidos do metabarcoding foram submetidos a pré-tratamento e controle
de qualidade das leituras brutas para garantir um conjunto de dados de alta qualidade que
refletisse a real abundancia e diversidade da microbiota presente na amostra. Regifes de
baixa qualidade foram removidas utilizando o pacote DADA2 através da linguagem de
programacao R (CALLAHAN et al., 2016). As unidades taxondmicas operacionais de alta
qualidade resultantes (OTUs e indices estatisticos) foram estimadas utilizando os pacotes
Phyloseq e Metacoder. Para descrever a diversidade beta entre as condigdes, as distancias
de Bray-Curtis foram calculadas usando a funcdo adonis2 do Vegan. A analise de
coordenadas principais (PcoA) foi realizada usando a funcdo ordinate do Phyloseq. A
abundancia diferencial de OTUs foi avaliada entre os diferentes grupos usando a analise
de composi¢des de microbiomas com correcdo de viées (ANCOM-BC) (LIN e PEDADDA,
2020).
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3 RESULTADOS

Os dados obtidos por meio de técnica de metabarcoding da microbiota endofitica
residente das trés variedades crioulas de milho (Colorido, Rajado e Amareldo), de um
parente silvestre (Teosinto) da espécie e de uma variedade hibrida transgénica (SX 3197
TR) foram representados por meio de diagramas de Venn, histogramas de alfa diversidade,
analises de coordenadas principais (PCoA), dendrogramas de abundancia relativa e
heatmaps.

Conforme apresentado no Diagrama de Venn (Figura 7), observa-se a quantidade
de Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) Unicas e compartilhadas entre a
microbiota radicular das trés variedades crioulas, um parente silvestre e uma variedade
hibrida transgénica SX 3197 TR. O diagrama demonstra que ndo houve comunidades
microbianas compartilhadas entre todos os genoétipos analisados. O Teosinto apresentou o
maior nimero de OTUs exclusivos (362), seguido pelo milho Transgénico SX 3197 TR
(246). As variedades crioulas, Rajado, Amareldo e Colorido, exibiram menor quantidade de

OTUs exclusivos, com 60, 44 e 88 respectivamente.

Figura 7 - Diagrama de Venn mostrando o niumero de OTUs exclusivas e compartilhadas
entre a microbiota de trés variedades crioulas de milho (Colorido, Rajado e Amareldo), um
parente silvestre da espécie (Teosinto) e uma variedade hibrida transgénica SX 3197 TR.
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

Algumas OTUs foram compartilhadas entre duas ou mais variedades
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simultaneamente (Figura 7). ldentificou-se 2 OTUs comuns entre o Teosinto e o milho
Colorido, 3 OTUs comuns entre Teosinto e milho Amareldo, 5 OTUs comuns entre milho
Amareldo e milho Rajado, 2 OTUs comuns entre milho Transgénico SX 3197 TR e milho
Rajado e 5 OTUs comuns entre milho Transgénico SX 3197 TR e milho Colorido. Além
disso, foram observadas 2 OTUs compartilhadas entre as variedades de milho Colorido,
milho Rajado e milho Transgénico SX 3197 TR.

Quanto ao numero de OTUs, evidenciados pelos histogramas na Figura 8, observa-
se que o milho Transgénico SX 3197 TR apresenta o maior nimero, embora nao seja
estatisticamente diferente do Teosinto, do milho Rajado e do milho Amareldo. Por fim, esses

trés ultimos nao diferem estatisticamente do milho Colorido.

Figura 8 - Histogramas mostrando indices de alfa diversidade das radiculas de trés
variedades crioulas de milho (Colorido, Rajado e Amarelédo), um parente silvestre da
espécie (Teosinto) e uma variedade hibrida transgénica (SX 3197 TR).
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

Utilizando a Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) (Figura 9), avaliou-se a
distribuicdo da composi¢do microbiana das sementes. Os eixos PCol e PCo2 explicam,
respectivamente, 24,0% e 22,7% da variacao total observada na composi¢cao microbiana.
Cada ponto representa uma amostra individual de uma variedade, sendo que a proximidade

entre pontos indica maior similaridade microbiana, enquanto distancias maiores sugerem
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diferencas significativas.

Figura 9 - Analise de coordenadas principais (PCoA) mostrando a beta diversidade da
microbiota bacteriana de trés variedades crioulas de milho (Colorido, Rajado e Amareléo),
um parente silvestre da espécie (Teosinto) e uma variedade hibrida transgénica SX 3197

TR.
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Fonte: Autoria prépria, 2025.

A partir da analise da Figura 9, observa-se que o Teosinto se situa no quadrante
superior esquerdo, proximo ao zero no eixo X, indicando uma posicao intermediaria em
PCol e um valor mais alto em PCo2. Ao analisar a disposicdo das demais variedades,
constata-se que o milho Colorido, posicionado préximo ao centro do grafico, € a variedade
mais proxima do Teosinto, sugerindo maior similaridade na composicdo bacteriana entre
eles. JA o milho Amareldo, localizado no quadrante superior direito, aproxima-se do
Teosinto no eixo vertical, pois ambos apresentam valores positivos de PCo2, mas diverge
no eixo horizontal, revelando diferengas significativas em seus grupos bacterianos. Em
maior oposi¢ao ao Teosinto encontram-se o milho Transgénico SX 3197 TR, localizado no
guadrante inferior esquerdo, e o milho Rajado, situado no quadrante inferior direito. O
Transgénico SX 3197 TR demonstra alguma semelhanca com o Teosinto em termos de
PCol, mas distingue-se consideravelmente em PCo2. Ja o milho Rajado afasta-se do
Teosinto em ambos 0s eixos, indicando diferencas marcantes em sua cOmposi¢cao

microbiana. O milho Colorido exibe composicdo microbiana mais similar ao Teosinto,
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enquanto que o milho Rajado apresenta contrastes mais acentuado.

O dendrograma associado ao grafico de barras de abundancia relativa de filos
bacterianos (Figura 10) reflete a similaridade das comunidades microbianas entre 0s
genotipos de milho. As variedades mais proximas no dendrograma, como o milho
Transgénico SX 3197 TR e o milho Rajado, apresentam comunidades bacterianas
semelhantes, dominadas principalmente pelo filo Firmicutes. Em contraste, o Teosinto esta
posicionado de forma isolada, evidenciando que sua microbiota se distingue em relacéo as

demais variedades analisadas.

Figura 10 - Dendrograma ilustrando a abundéncia relativa dos principais filos bacterianos
encontrados em trés variedades crioulas de milho (Colorido, Rajado e Amareldo), um
parente silvestre da espécie (Teosinto) e uma variedade hibrida transgénica SX 3197 TR.
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A andlise do grafico de barras revela que o filo Firmicutes predomina nas sementes
da maioria das variedades de milho, com excecdo do Teosinto, que apresenta uma alta
proporcao de Proteobacteria, além de proporcdes significativas dos filos Actinobacteria e
Bacteroidetes. O milho Colorido, por sua vez, compartilha certa semelhanca com o Teosinto
por apresentar uma microbiota mais diversificada em comparacdo as outras variedades
crioulas, destacando-se pela predominancia dos filos Firmicutes, seguidos por
Proteobacteria, Actinobacteria e Synergistetes.

A diversidade observada nas classes € detalhada na Figura 11, que ilustra as
abundancias relativas das 30 classes bacterianas mais dominantes em cada variedade. Em
maior abundéancia, destaca—se a classe Bacilli, presente em todas as variedades, com
coloracéo entre laranja e vermelho intenso, indicando uma abundancia relativa préxima de
10%. De maneira geral, observa-se que o Teosinto e a variedade milho Colorido
apresentam a maior abundancia de classes bacterianas. O Teosinto destaca-se pela alta
abundancia das classes Bacill, Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria e
Actinobacteria, com indices proximos de 10%, seguido por uma abundancia moderada das
classes Sphingobacteriia, Cytophagia, Planctomycetacia, Flavobacteriia, com indices entre
0,1 e 1%. JA o milho Colorido apresenta alta abundancia nas classes Bacilli,
Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Deltaproteobacteria, Clostridia e Synergistia, com
abundancia relativa proxima dos 10%. Essa variedade também se destaca pela abundancia

moderada de classes como Gammaproteobacteria, Sphingobacteria e Thermoleophilia.
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Figura 11 - Heatmap da abundancia relativa dos 30 principais taxons OTUs dominantes em nivel de classe em trés variedades
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crioulas de milho (Colorido, Rajado e Amarel&do), um parente silvestre da espécie (Teosinto) e uma variedade hibrida transgénica
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Por outro lado, o milho Transgénico SX 3197 TR e o milho Rajado apresentam uma
abundancia microbiana intermediaria, caracterizada por uma diversidade bacteriana
moderada em comparacdo as demais variedades. Embora o milho Transgénico SX 3197
TR e o milho Rajado compartiihem taxons importantes com o Teosinto, como a classe
Bacilli, essas variedades apresentam menor diversidade geral, com abundancia relativa
variando principalmente entre 0,01 e 0,10%. Por fim, observando o heatmap do milho
Amareldo, nota-se a predominancia de tons de azul escuro em quase todas as linhas,
indicando uma abundancia muito baixa, inferior a 0,01% para a maioria das classes
bacterianas, com excecéo da classe Bacilli. Dessa forma, o milho Amareldo se apresenta
como a variedade com menor abundancia relativa em nivel de classe.

O heatmap de abundancias relativas de géneros, apresentado na Figura 12, reflete
padrbes importantes de diversidade microbiana nesse nivel taxondmico. No milho
Amareldo, apenas o género Bacillus se destaca, com uma abundancia proxima a 10%,
representada em tons de vermelho. Em contraste, o milho Colorido demonstra uma
microbiota bem mais diversificada, com varios géneros, como Bacillus, Paenibacillus,
Methylobacterium, Exiguobacterium, entre outros, apresentando abundéancias moderadas
a altas, refletidas em tons amarelos, laranjas e vermelhos de 1 a 10% Ja o milho Rajado
exibe um padrdo préximo ao do milho Amareldo em relacdo a diversidade microbiana.
Embora o género Bacillus esteja presente em abundancia (em vermelho), a maioria dos
outros géneros aparecem em niveis significativamente baixos, em tons de azul claro e
escuro.

O milho Transgénico SX 3197 TR destaca-se pela predominéncia do género
Paenibacillus, com alta abundancia, representada em tons de vermelho, enquanto outros
géneros aparecem em niveis baixos, apresentando um perfil semelhante ao observado nos
milhos Rajado e Amareldo. Por fim, o Teosinto exibe a microbiota mais diversificada entre
as variedades analisadas. O género Stenotrophomonas predomina, com abundancia
préxima a 10%, evidenciada em tons de vermelho. Além disso, diversos outros géneros
bacterianos, como Bacillus, Paenibacillus, Methylobacterium, Brevundimonas,
Acinetobacter, Citricoccus, Streptomyces, Paraccocus, Microbacterium, Sphingobacterium,
Aureimonas, entre outros, aparecem em niveis moderados, representados por tons

amarelos e laranjas.
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Figura 12 - Heatmap da abundancia relativa dos 30 principais taxons OTUs dominantes em nivel de género em trés variedades
crioulas de milho (Colorido, Rajado e Amarel&do), um parente silvestre da espécie (Teosinto) e uma variedade hibrida transgénica
SX 3197 TR.
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4 DISCUSSAO

4.1 Diversidade Microbiana nos Diferentes Gendtipos Estudados

Estudos sobre microbiomas associados a sementes de milho frequentemente
sugerem que a domesticacdo e o melhoramento genético, juntamente como cultivo em
diferentes tipos de ambientes agricolas, tém impactos significativos na diversidade
microbiana. Dentre esses impactos, acreditava-se que a diversidade de microrganismos
endofiticos seria reduzida no milho transgénico em comparacdo com genaotipos crioulos e
o parente silvestre. Os resultados deste estudo corroboram, em partes, com essa premissa,
destacando que o Teosinto apresenta uma maior diversidade microbiana quando
comparado com as outras variedades estudadas em niveis taxonémicos superiores.

A rigueza microbiana encontrada no Teosinto pode ser atribuida ao fato dessa
variedade néo ter passado por processos intensos de selecdo humana, o0 que evitou 0s
gargalos associados a domesticagcdo e permitiu a manutencdo de uma microbiota mais
diversa, bem como ao seu método de dispersdo de sementes natural. Adiciona-se ainda
gue seu cultivo ocorre em condi¢cdes de menor entrada de adubos quimicos e agrotoxicos.
Por outro lado, a diversidade microbiana (abundancia) elevada em termos de nimero de
OTUs no milho Transgénico SX 3197 TR, pode indicar uma alta diversidade de espécies
dentro de poucas classes e géneros, ou seja, menor riqueza (quantidade de espécies) e
maior abundéancia relativa (quantidade de individuos de determinada espécie). Isso pode
estar relacionado a homogeneidade genética da variedade, que é descendente do
cruzamento de individuos homozigotos e selecionada para ambientes de alta entrada de
insumos, o que favoreceu comunidades microbianas adaptadas a essas condi¢des. Além
disso, fatores como caracteristicas do solo, praticas de manejo agricola e alteracées nos
exsudatos radiculares sdo apontados como influéncias potenciais para diversidade de
espécies dentro de poucas classes e géneros (ABDULLAEVA et al., 2021).

De forma néo corroborativa a hipotese lancada nesse estudo, as variedades crioulas
de milho apresentam menor quantidade de OTUs em relacdo ao Teosinto e a variedade
hibrida transgénica. Como se tratam de variedades de polinizacdo aberta, ou seja, trocam
abertamente polen entre plantas de dentro da sua populagédo, aliadas a um cultivo
majoritariamente de adubacé&o organica, esperava-se encontrar maior quantidade de OTUs.
Curiosamente, apesar de poucas OTUs, o milho Colorido tem muita diversidade (riqueza)
microbiana em nivel de género, destacando-se em comparagdo as outras variedades

crioulas. Apesar disso, as outras variedades crioulas, milho Amareldo e milho Rajado, que
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apresentam poucas OTUs e pouca diversidade, compartiham suas principais
caracteristicas de predominancia do género Bacillus com o Teosinto.

Gutierrez e Grillo (2022), sustentam que a domesticacéo de plantas esta associada
a mudancas nas interagdes planta-microrganismo, oferecendo duas explicagdes principais
para essas alteracdes. A primeira sugere que a diversidade do microbioma pode ser
reduzida em variedades domesticadas devido a perda de mecanismos genéticos que
regulam as interacdes planta-microrganismos. A segunda perspectiva aponta que a
reducdo da diversidade genética durante a domesticagéo pode ter tornado 0s mecanismos
de filtragem do microbioma menos eficientes, permitindo que as plantas cultivadas se
associem a uma maior diversidade de microrganismos. Os autores ainda citam que, em
grande parte dos estudos, ndo foram observadas diferencas significativas entre a
diversidade de microbiomas em plantas silvestres e domesticadas (GUTIERREZ e GRILLO,
2022).

4.2 Abundancia Relativa de Filos e Classes Bacterianas

Os resultados deste estudo indicam que a composicado e a abundancia relativa de
filos bacterianos variam significativamente entre os genétipos analisados, destacando a
influéncia conjunta do gendétipo da planta e do ambiente na estrutura do microbioma
radicular. O Teosinto apresentou uma composicdo bacteriana Unica, dominada
principalmente por Proteobacteria, mas com alta abundancia de Firmicutes, Actinobacteria
e Bacteroidetes. Em contrapartida, as variedades crioulas e o milho Transgénico SX 3197
TR foram predominantemente dominadas por Firmicutes. Essa diferenca na estrutura
microbiana reforca a importancia do genétipo na selecdo das comunidades microbianas,
alinhando-se a estudos como aquele de Aira et al. (2010), que demonstraram que, tanto o
gendtipo da planta de milho, quanto o regime de fertilizacdo influenciam diretamente a
estrutura e a atividade das comunidades microbianas da rizosfera. Esse sistema promove
0 aumento da qualidade do solo, da biodiversidade e da capacidade de retencdo de agua,
além de enfatizar os ciclos ecolégicos, a fertiidade do solo e a preservacdo da
biodiversidade (GOMIERO, PIMENTEL, PAOLETTI, 2011). Em contrapartida, alta entrada
de insumos, como fertilizantes sintéticos e agrotoxicos para maximizar o rendimento das
colheitas. Apesar dessa observacao, as variedades crioulas e a hibrida transgénica SX
3197 TR, apresentam certa similaridade em termos de filos.

Estudos sugerem que diferentes praticas agricolas impactam de maneira distinta 0s

filos e classes bacterianas. A predominancia de Firmicutes nas variedades cultivadas, isto
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€, em maior quantidade no Transgénico SX 3197 TR, seguindo pelas variedades crioulas,
pode estar associada as praticas agricolas modernas, como o uso intensivo de fertilizantes
guimicos e agrotoxicos, que favorecem filos bacterianos resistentes a condicdes ambientais
adversas. Sabe-se que os agricultores familiares de Anchieta usam, em algumas ocasioes,
adubacdo quimica nitrogenada, como € o caso do Amareldo. Wessén et al. (2010)
observaram que a abundancia relativa de Firmicutes aumentou significativamente em solos
tratados com sulfato de amoénio. Esse fenbmeno esta relacionado as propriedades do
sulfato de amobnio, um fertilizante rico em nitrogénio e enxofre, que promove O
desenvolvimento vegetativo, estimula o crescimento de folhas e caules e melhora a
gualidade dos gréaos.

Por sua vez, a maior diversidade observada no Teosinto esta alinhada com a
literatura que destaca a importancia dos genétipos silvestres como reservatérios de
diversidade microbiana (GUTIERREZ e GRILLO, 2022). A presenca abundante de
Proteobacteria e Actinobacteria no parente silvestre sugere fungdes ecoldgicas importantes
como a promocao de crescimento vegetal, solubilizacdo de nutrientes e protecdo contra
estresses bibticos e abioticos. De acordo com Kumar et al. (2023), Proteobacteria é o filo
com abundancia relativa predominante em cenarios de agricultura de conservacao, isto é,
um sistema de producdo agricola que promove a sustentabilidade ao minimizar o
revolvimento do solo, mantendo sua cobertura e diversificando cultivos. Isso ocorre porque
esse filo é caracterizado como copiotrofico, ou seja, prospera em ambientes com alta
disponibilidade de carbono (HO, DI LEONARDO, BODELIER, 2017), explicando a relacao
de dominancia do filo em variedades de Teosinto.

O milho Transgénico SX 3197 TR, por sua vez, exibiu uma microbiota concentrada
em poucos filos e géneros, o que pode ser consequéncia do processo de desenvolvimento
dessas plantas para ambientes de alta entrada de insumos, bem como por ser uma
variedade descendente de linhagens endogamicas, com homogeneidade genética. Estudos
como o de Wang et al. (2024) sugerem que a introducéo de transgenes afetaram a interacéo
planta-microrganismo, resultando em uma microbiota menos diversa, mas potencialmente

mais eficiente em func¢des especificas.

4.3 Relac&o entre Microbiota e Fenotipos Vegetais: Perspectivas e Usos Praticos

A diversidade microbiana associada as plantas desempenha um papel essencial na
definicdo de seus fendtipos, influenciando diretamente caracteristicas como resisténcia a

estresses ambientais e capacidade de interacdo com o solo (HAHL et al., 2020). O Teosinto
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apresentou uma microbiota rica e diversificada, o que pode conferir resisténcia aprimorada
a estresses ambientais, como seca, salinidade e ataques de patdgenos. Essa resiliéncia
relaciona-se a presenca de microrganismos benéficos, que ndo apenas promovem 0O
crescimento vegetal, mas também melhoram a absor¢cdo de nutrientes e aumentam a
tolerancia a condi¢cbes adversas. Estudos como o de Hahl et al. (2020), demonstram que
plantas cultivadas em condi¢des de alta diversidade microbiana desenvolvem mecanismos
de defesa mais eficazes, resultado das interacdes enriquecedoras com as comunidades
microbianas.

Géneros bacterianos, como Bacillus, Stenotrophomonas e Paenibacillus,
amplamente encontrados no Teosinto, desempenham papéis cruciais na promocado do
crescimento vegetal e na defesa contra patdgenos. Reconhece-se 0 género Bacillus por
sua capacidade de estimular o crescimento vegetal e por sua eficacia contra patégenos,
sendo uma das bactérias endofiticas com frequente identificacdo em diversas plantas
(DOURIET-GAMEZ et al., 2018). Um estudo realizado por Fouda et al. (2021), demonstrou
gue a inoculacdo de sementes de milho com Bacillus ssp. resultou em melhorias
significativas no comprimento das raizes, peso fresco e seco das partes aéreas e do
sistema radicular. Esses efeitos positivos foram atribuidos a sintese de acido indolacético
(AIA), ambnia e a solubilizacdo de fosfato. Ademais, bactérias do género Bacillus, se
mostraram ser eficazes contra fungos patogénicos devido a producdo de metabdlitos e
enzimas como amilase, protease e quitinase, que degradam a parede celular dos
patdgenos. Essas bactérias também exibiram tolerdncia a estresses abi6ticos, como
salinidade, alta temperatura e seca (BODHANKAR et al., 2017).

O género Stenotrophomonas, encontrado com abundéancia no Teosinto, também
oferece beneficios expressivos as plantas. Segundo Ulrich et al. (2021), essas bactérias
produzem compostos similares ao acido indolacético (AlA), que promovem o crescimento
do sistema radicular e um nimero ampliado de pelos radiculares, melhorando assim a
absorcéo de nutrientes pela planta. Essas bactérias também possuem genes para a sintese
de sideréforos, moléculas capazes de captar ferro do ambiente, o que ndo apenas melhora
a disponibilidade de ferro para as plantas, mas também inibe o crescimento de patdogenos
por competicdo. Além disso, espécies como Stenotrophomonas maltophilia possuem o
gene nifH, que participa da fixacao de nitrogénio atmosférico, convertendo-o em uma forma
utilizavel pelas plantas, contribuindo assim para a sua nutricdo (WOZNIAK et al., 2019).

De maneira semelhante, o género Paenibacillus, abundante também Teosinto,

desempenha um papel integral na microbiota endofitica do milho. Essas bactérias
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promovem o crescimento das plantas através da producao de fitorménios, como o AlA, e
da solubilizacdo de fosforo insolavel, além de fixar nitrogénio atmosférico. O género
Paenibacillus também é eficaz no biocontrole, induzindo resisténcia sistémica (ISR) e
produzindo substancias antimicrobianas que combatem patégenos. Segundo Grady et al.
(2016), essas bactérias produzem quitinases que degradam a quitina, componente
estrutural de fungos e insetos, reduzindo sua capacidade de infeccdo. A presenca de
Paenibacillus na microbiota do milho, como mostrado na Figura 12, ressalta sua
conservacdo nas diferentes variedades de milho, independente de base genética e
ambiente agricola de cultivo, e seu papel essencial no desenvolvimento das plantas
(JOHNSTON-MONJE e RAIZADA, 2011).

A rigueza microbiana observada no Teosinto e no milho Colorido, em termo de
géneros, reflete um reservatério promissor de microrganismos capazes de promover
crescimento vegetal, melhorar a absor¢cdo de nutrientes e proteger as plantas contra
estresses bioticos e abidticos. Embora desempenhem fungdes semelhantes, as bactérias
dos géneros Bacillus, Stenotrophomonas e Paenibacillus apresentam particularidades nos
mecanismos de promocao do crescimento vegetal e protecdo das plantas. Essas
particularidades representam um potencial significativo para aplicac6es biotecnoldgicas,
com destaque para o desenvolvimento de bioinsumos agricolas, que podem reduzir a

necessidade de agroquimicos, como fertilizantes e pesticidas (VANDANA et al. 2021).

4.4 Impacto da Domesticacdo e do Melhoramento Genético na Microbiota Endofitica
das Variedades de Milho Estudadas

Os diferentes niveis de domesticacdo e de melhoramento genético das variedades
de milho analisadas neste estudo, juntamente com as distintas condicbes de manejo e
cultivo, revelaram impactos distintos sobre a microbiota endofitica associada as suas
sementes. As variedades crioulas, resultado de sele¢cdes conduzidas por pequenos
agricultores com base em suas preferéncias particulares, apresentaram uma menor
guantidade de OTUs exclusivas em comparagdo com o parente silvestre Teosinto e ao
milho Transgénico SX 3197 (Figura 7). Com excecdo do milho Colorido, as outras
variedades crioulas, como o milho Amarelao e milho Rajado, além de apresentarem poucas
OTUS, também exibiram baixa diversidade em niveis taxonémicos superiores.

A partir das andlises das informacg6es de manejo da variedade de milho Amareléo,
obtidas diretamente do agricultor, destaca-se 0 uso de ureia e de cama de aviario para o

cultivo dessa variedade. A cama de aviario é considerada um adubo orgéanico, por ser um
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residuo da criagcdo de aves, composto principalmente por serragem, palha ou outros
substratos usados no piso de granjas, misturados com fezes e urina das aves. Por isso &
rica em nutrientes como nitrogénio, fosforo e potassio. Esse tipo de adubo pode aumentar
a fertilidade do solo e a absorcao de nutrientes pelas culturas, sendo uma alternativa eficaz
aos fertilizantes quimicos (LIN et al., 2018). Por outro lado, a ureia € um fertilizante quimico
de nitrogénio, amplamente reconhecido por seu papel no aumento da produtividade das
culturas, especialmente no milho (RIADI et al., 2023). Estudos como o de Sun et al. (2019)
demonstraram que o uso de ureia e outros fertilizantes quimicos tendem a diminuir a
diversidade bacteriana em geral. Além disso, foi observado que, nas camadas mais
profundas do solo com ureia, ha menor diversidade de bactérias. Portanto, especula-se que
0 uso de ureia no cultivo do milho Amareldo possa ter alterado as propriedades do solo e,
consequentemente, influenciou a microbiota endofitica, reduzindo a quantidade de OTUs.

Acredita-se que o baixo numero de OTUs e a reduzida diversidade microbiana
encontrada no milho Rajado estejam relacionadas a uma situacao semelhante a do milho
Amareldo. Como néo foi possivel obter informacdes detalhadas sobre o manejo dessa
variedade, quer seja de solo, quer seja do processo seletivo, desconhece-se quais fatores
contribuiram para a baixa diversidade observada.

Por outro lado, o milho Colorido se destaca, principalmente em relacdo a diversidade
de microrganismos. Essa diversidade funcional em niveis taxon6micos superiores pode ser
um reflexo da coevolugcédo entre a variedade crioula e as comunidades microbianas em
condicdes de manejo tradicional, reforcando seu papel ecolégico na promocao do
crescimento vegetal, solubilizacdo de nutrientes e defesa contra patégenos (GUTIERREZ
e GRILLO, 2022). Assim, essa variedade crioula demonstra um equilibrio interessante entre
diversidade microbiana e funcionalidade predita, o que pode ter implicacbes importantes
para a agricultura sustentavel. O Teosinto, como parente silvestre do milho, apresentou o
maior numero de OTUs exclusivas e maior diversidade microbiana total. Este resultado
corrobora a hipotese aventada de que a domesticacdo, juntamente com maior entrada de
insumos agricolas, reduzem a diversidade microbiana endofitica, uma vez que as plantas
domesticadas passam por pressoes seletivas direcionadas a caracteristicas agronémicas,
frequentemente em detrimento de interagdes simbiodticas complexas com microrganismos.
A diversidade robusta do Teosinto pode conferir a essa planta uma maior resiliéncia
ecoldgica e adaptabilidade, caracteristicas que podem ser aproveitadas para programas de
melhoramento genético, bem como para a prospeccao de bioinsumos.

A auséncia de OTUs compartilhadas entre os genotipos analisados, reforca que cada
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variedade possui uma microbiota particular, reforcando argumentos para a conservagao
dos recursos genéticos vegetais. Este resultado sugere que a conservacao de variedades
tradicionais, como as crioulas e o Teosinto, juntamento com técnicas de manejo com menor
entrada de insumos agricolas, & essencial para conservar a diversidade funcional
microbiana, que pode oferecer solugbes naturais para desafios como a adaptacédo a
mudancas climaticas e o aumento da produtividade em sistemas agricolas de baixo impacto

ambiental.

4.5 Limitagdes do Estudo e Perspectivas

A andlise da microbiota endofitica das radiculas das plantulas, apés germinacao das
sementes crioulas de milho e do parente silvestre revela uma dimensdo complexa e
promissora para a biotecnologia agricola. Algumas limitacdes ressaltam a necessidade de
investigagbes mais abrangentes para elucidar a contribuigdo funcional das comunidades
microbianas identificadas, especialmente considerando o papel estratégico que elas podem
desempenhar na agricultura sustentavel. Embora o estudo tenha identificado a diversidade
taxonbmica 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

Para superar essa lacuna, € imprescindivel caracterizar o papel funcional das
bactérias endofiticas. Abordagens experimentais, como analises de metabolémica,
transcriptdbmica e genGmica funcional, devem ser incorporadas em estudos futuros. Essas
ferramentas avancadas permitem elucidar os mecanismos bioquimicos e moleculares que
regem as interacdes simbioticas entre plantas e microrganismos, fornecendo subsidios
para o desenvolvimento de bioestimulantes agricolas que possam melhorar a produtividade
e a sustentabilidade das culturas. A microbiota das radiculas das plantulas, apos
germinacao das sementes, representa apenas uma fracdo do holobioma vegetal, o que
demanda uma ampliacdo do escopo das analises. Estudos futuros devem incluir outros
tecidos vegetais, como raizes, rizosfera, caule e folhas, e até mesmo as sementes sem
germinacdo, para compreender melhor a dindmica microbiana em diferentes
compartimentos da planta. Além disso, é essencial investigar a microbiota em diferentes
estagios de desenvolvimento da planta, desde a germinacdo até a maturagdo. Tal
abordagem permitira captar como fatores fisiolégicos e ambientais influenciam a
composicdo e a funcionalidade da microbiota, oferecendo uma visao integrada do papel

desses microrganismos na saude e no desempenho vegetal.
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Por fim, a representatividade das amostras de germoplasma, alinhadas a uma
profunda caracterizacédo das condi¢cdes de cultivo e manejo das variedades, utilizadas no
estudo é outro aspecto que precisa ser ampliado. A diversidade genética das amostras é
crucial para a robustez das analises microbioldgicas, ja que diferentes gendétipos podem
hospedar microbiotas distintas, com caracteristicas Unicas. Ampliar a coleta de
germoplasma para incluir uma variedade maior de genotipos de milho crioulos, silvestres e
outras formas melhoradas de milho, além de transgénicos, provenientes de diferentes
regidbes geograficas e condicbes ambientais, € fundamental para capturar toda a
variabilidade genética e ecoldgica da espécie. Tal procedimento podera revelar interagdes
simbidticas exclusivas de determinados genotipos, juntamento com os seus ambientes

abrindo caminho para descobertas relevantes para a biotecnologia agricola.
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5 CONCLUSOES

Este estudo revelou que a diversidade microbiana das sementes de milho foi
influenciada pelo nivel de domesticacdo, pelo melhoramento genético e pelas praticas
agricolas associadas ao cultivo das diferentes variedades. O Teosinto (Zea Luxurians),
parente silvestre da espécie, apresentou a maior diversidade microbiana, evidenciando sua
funcdo como um reservatério genético e microbiolégico relevante. Essa elevada
diversidade pode estar associada a auséncia ou menor selecdo praticada, permitindo a
manutencao de uma microbiota mais ampla e possivelmente mais funcionalmente diversa.

Dentre as variedades crioulas analisadas, o milho Colorido destacou-se pela
diversidade microbiana em nivel taxonémico superior, o que pode indicar uma maior
interacdo ecologica favoravel a manutencao de microrganismos benéficos. Por outro lado,
as variedades crioulas Amareldo e Rajado apresentaram uma menor diversidade de OTUs
€ uma composi¢cao microbiana mais similar a do milho transgénico, sugerindo que praticas
agricolas como o uso de fertilizantes nitrogenados influenciaram negativamente a
microbiota endofitica.

O milho transgénico SX 3197 TR, embora apresentasse uma microbiota menos
diversa em termos taxonémicos superiores, demonstrou um elevado nimero de OTUs.
Esse resultado sugere que, apesar de sua homogeneidade genética e do cultivo sob
sistemas com elevada entrada de insumos, a variedade transgénica deve abrigar uma
diversidade funcional dentro de grupos bacterianos especificos, potencialmente
relacionados a sua adaptacao para prosperar em ambientes tecnificados.

Nossos resultados corroboram a hipétese de que a domesticacdo e o melhoramento
genético, juntamente com o cultivo em diferentes condicBes agricolas, influenciam a
microbiota endofitica das sementes de milho. No entanto, a auséncia de OTUs
compartilhadas entre os genétipos analisados destaca a singularidade da microbiota de
cada variedade e reforca a importancia da conservacao de recursos geneéticos vegetais
para a manutencdo da diversidade microbiana associada as plantas.

Héa necessidade de ampliar os estudos sobre o papel funcional das bactérias, bem
como realizar isolamento, para aquisicdo de suas possiveis vantagens adaptativas que
poderdo ser aproveitadas para o desenvolvimento de bioestimulantes agricolas. Além
disso, destaca-se a importancia de uma amostragem maior em futuros estudos para
explorar de forma mais detalhada as intera¢des simbidticas entre plantas e microrganismos,

nos seus distintos ambientes de cultivo.
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