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Darcy Ribeiro; outubro de 2025; Estrutura e dindmica do bacterioma de sementes de
milho de gendtipos contrastantes submetidas a altas temperaturas; Orientador: Dr.
Fabio Lopes Olivares.

RESUMO

As plantas coexistem com microrganismos que desempenham um papel
fundamental no seu desenvolvimento, nutricdo e resiliéncia a condi¢cdes
desfavoraveis. Dentro deste microbioma, as bactérias promotoras do crescimento
vegetal (PGPB) desempenham papéis como a fixacao de nitrogénio, a solubilizacao
de nutrientes, a producao de fitormonios e a protecdo contra estresses bidticos e
abidticos. Técnicas como o melhoramento genético de plantas e transgenia vegetal
desconsideram o papel das interagdes planta-microrganismos. Nesse sentido, sob um
cenario de aquecimento global, o efeito do calor sobre o microbioma de sementes
assume relevancia para praticas agricolas mais sustentaveis. Neste estudo, foi
avaliado o efeito do tratamento térmico a 60 °C e 70 °C na comunidade bacteriana
associada as sementes de trés gendtipos contrastantes de milho: semente crioula (Sol
da Manha), um hibrido comercial (SHS 5050) e uma linhagem geneticamente
modificada (DKB 177). Além dos testes de germinacao e vigor, foram realizadas
contagens de bactérias heterotréficas e diazotréficas, atividade microbiana através da
hidrolise de FDA e diversidade bacteriana através de analise metataxonémica. A
funcionalidade das comunidades foi avaliada pela predicdo de vias metabdlicas
através do PICRUSHt2 e pela Ecoplacas Biolog, enquanto a resposta molecular vegetal
foi avaliada através da expressao de genes com biomarcadores. Os dados indicaram
que a termoterapia promoveu mudancgas significativas na estrutura e funcéo das
comunidades bacterianas, com comportamento diferencial entre os gendtipos. Maior
estabilidade e redundéancia funcional foram encontradas para o genétipo crioulo Sol
da Manha, que apresentou bactérias com maior potencial para a sintese de
metabdlitos benéficos e com alta resisténcia térmica. Uma resposta intermediaria foi
encontrada para SHS, que apresentou a maior expressao de genes de atividade
hormonal e antioxidante, enquanto o genétipo transgénico DKB mostrou maior
sensibilidade, com menor diversidade bacteriana e potencial metabdlico. A expressao
génica indicou que existem diferentes estratégias de adaptacao molecular e, embora

o calor atue como um filtro ecolégico que reorganiza as comunidades bacterianas,
|
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essa selecao ocorre de forma dependente do gendtipo. Os resultados indicam que o
tratamento térmico de sementes pode ser uma ferramenta seletiva para
microrganismos com comportamento termotolerante e indicam a importancia das
variedades crioulas como fonte de microbiomas resilientes com potencial para o

desenvolvimento de bioinoculantes adaptados ao cenario de mudancgas globais.

Palavras-chave: microbiota;  estresse térmico; diversidade  bacteriana;

sustentabilidade; bioinoculantes.
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CYRIACO, Beatriz Elisa Barcelos; D.Sc.; State University of Northern Fluminense
Darcy Ribeiro; October, 2025; Structure and dynamics of the seed bacteriome of
contrasting maize genotypes subjected to high temperatures; Supervisor: Dr. Fabio
Lopes Olivares.

ABSTRACT

Plants coexist with microorganisms that play a fundamental role in their
development, nutrition, and resilience to unfavorable conditions. Within this
microbiome, plant growth-promoting bacteria (PGPB) perform functions such as
nitrogen fixation, nutrient solubilization, phytohormone production, and protection
against biotic and abiotic stresses. Plant breeding and genetic engineering approaches
often overlook the role of plant—microorganism interactions. In this context, under a
global warming scenario, the effect of heat on the seed microbiome becomes highly
relevant for the development of more sustainable agricultural practices. In this study,
the effects of heat treatments at 60 °C and 70 °C on the bacterial community
associated with seeds of three contrasting maize genotypes were evaluated: a
landrace variety (Sol da Manha), a commercial hybrid (SHS 5050), and a genetically
modified line (DKB 177). In addition to germination and vigor tests, counts of
heterotrophic and diazotrophic bacteria were performed, microbial activity was
assessed through fluorescein diacetate (FDA) hydrolysis, and bacterial diversity was
analyzed using metataxonomic approaches. Community functionality was evaluated
by predicting metabolic pathways with PICRUSt2 and Biolog EcoPlates, while plant
molecular responses were assessed by analyzing the expression of biomarker genes.
The data indicated that thermotherapy promoted significant changes in the structure
and function of bacterial communities, with genotype-dependent responses. Greater
stability and functional redundancy were observed in the landrace genotype Sol da
Manha, which harbored bacteria with a higher potential for synthesizing beneficial
metabolites and greater thermal resistance. An intermediate response was observed
in SHS, which showed the highest expression of genes related to hormonal activity
and antioxidant responses, whereas the transgenic genotype DKB exhibited greater
sensitivity, characterized by lower bacterial diversity and reduced metabolic potential.
Gene expression analyses revealed distinct molecular adaptation strategies and
showed that, although heat acts as an ecological filter reshaping bacterial
communities, this selection process is genotype-dependent. These results suggest

that seed heat treatment can serve as a selective tool for thermotolerant
Il
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microorganisms and highlight the importance of landrace varieties as sources of

resilient microbiomes with potential to develop bioinoculants adapted to global change

scenarios.

Keywords: microbiota; heat stress; bacterial diversity; sustainability; bioinoculants.
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INTRODUGAO

Plantas sao holobiontes, hospedando diversas comunidades de
microrganismos, predominantemente bactérias e fungos (Sena et al., 2024). As
interacbes planta-microrganismo sao criticas para as plantas hospedeiras, pois
desempenham um papel fundamental na nutricdo, crescimento e tolerancia a
estresses bidticos e abidticos (Das et al., 2022). Tais comunidades microbianas
podem ser endofiticas, onde vivem dentro dos tecidos do hospedeiro, mas sem causar
doencga, ou epifiticas, vivendo na superficie das plantas. O microbioma da rizosfera
também desempenha um papel fundamental no crescimento e desenvolvimento das
plantas, sendo uma comunidade de microrganismos que vive no solo, ao redor das

raizes (Vishwakarma et al., 2020).

O milho (Zea mays L., familia Poaceae) esta entre as espécies de culturas mais
importantes globalmente, tendo enorme valor agronémico e social. E nativo da
América Central e descende de seu ancestral selvagem, o teosinto, que foi
domesticado ha cerca de 9.000 anos (Kistler et al., 2020). O processo de
domesticacao foi acompanhado por varias mudancgas fisiolégicas e morfolégicas na
planta, levando ao moderno alimento basico produtivo e nutritivo que € hoje (Zhang et
al., 2023a). Além de ser um componente chave de muitas dietas ao redor do mundo,
o milho é usado como ragdo animal e para fins industriais, como a producao de
biocombustiveis, amido e acgucar (Maitra & Singh, 2021). O Brasil € o terceiro maior
produtor global de milho, com uma area plantada de 20,838 milhées de hectares, com
uma produtividade média de 5.478 kg/ha e producao total de 22,9622 milhdes de
toneladas (CONAB, 2024).

O melhoramento genético vegetal visa selecionar genétipos com
caracteristicas interessantes, como uniformidade de plantas, aumento de
produtividade e resisténcia a estresses biéticos e abibticos (Wani et al., 2022). Através
da criacdo de organismos genéticamente modificados, foram adicionadas
caracteristicas como tolerancia a herbicidas e resisténcia a certas pragas aos
gendtipos de milho, tornando as plantas mais tolerantes a fatores limitantes de
producao (Kumar et al., 2020). Tais estratégias tém sido essenciais para os avangos

tecnolégicos na area, com o consequente aumento da produtividade das lavouras que
1
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abastecem a demanda do mercado. No entanto, consideram apenas as
caracteristicas fenotipicas e fisioldgicas das plantas, desconsiderando o microbioma
das culturas. As plantas sdo holobiontes e, como tal, seu microbioma é uma parte

essencial para uma compreensao integral das respostas das plantas (Koide, 2023).

A rizosfera, as raizes e a filosfera sdo habitats microbianos bem documentados
na literatura cientifica, porém, informacées sobre as interagcbes semente-
microrganismo ainda sao escassas (Romao et al., 2025).Esses microrganismos
desempenham um papel critico na saide da semente, pois contribuem para a
manutencado do vigor da semente, supressdo de fitopatégenos e promogao do
crescimento e desenvolvimento da planta, particularmente durante a fase critica, entre

a germinacao da semente e o estabelecimento da plantula (Li et al., 2025).

Os microrganismos das sementes sao transmitidos horizontalmente, através da
agua, solo ou agentes polinizadores, ou verticalmente, passando da planta-mae para
as préximas progénies (Johnston-Monje et al., 2021). O estudo e a aplicacdo desses
microrganismos em produtos biolégicos s&o promissores, uma vez que a transmissao
vertical pode garantir que caracteristicas benéficas sejam herdadas por geracdes
futuras (Abdelfattah et al., 2023). O microbioma da semente pode ser modulado pela
espécie da planta, genétipo e ambiente, o que pode afetar a estrutura e a funcao

desses microrganismos (Delitte et al., 2021).

Microrganismos benéficos, como as bactérias promotoras do crescimento
vegetal (PGPB), sao essenciais para a nutricdo vegetal através da fixagao bioldgica
de nitrogénio (Guo et al., 2023), solubilizagdo de fosfato e produgéo de sideréforos
(Timofeeva et al., 2023) e pela promogéao do crescimento vegetal através da producao
de fitohormdnios e compostos organicos volateis (Orozco-Mosqueda et al., 2023).
Eles também aumentam a resisténcia a patégenos (Ngalimat et al., 2021; Triantafyllou
et al.,, 2023) e contribuem para aliviar estresses hidrico, térmico e salino,
principalmente por bactérias do género Bacillus (Etesami et al., 2023; Ghazala et al.,
2023).

As mudangas climaticas, especialmente o aquecimento global e a maior
frequéncia de secas, tém levantado questbes cientificas sobre como diferentes

estresses abiodticos afetam a produtividade das culturas agricolas. Além de suas
2
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caracteristicas fenotipicas e fisiolégicas, o calor excessivo tem a capacidade de alterar
tanto a composicdo quanto as interagcdes entre as comunidades bacterianas que
habitam as raizes, a rizosfera e os tecidos internos das plantas, o que pode modificar
processos ecologicos essenciais, como a ciclagem de nutrientes, a tolerancia ao

estresse hidrico e a resisténcia a fitopatogenos (Trivedi et al., 2022).

Em condi¢des de aquecimento e seca, uma tendéncia comum aparece, com
um aumento de bactérias gram-positivas mais resistentes a dessecacdo e uma
diminuicdo de bactérias gram-negativas sensiveis ao calor, afetando potencialmente
processos metabdlicos chave da ciclagem de nutrientes e, em ultima analise, uma
perda de diversidade funcional nessas comunidades (Abdul Rahman et al., 2021;
Bogati & Walczak, 2022). Essas alteracbes também se relacionam a chamada “cry for
help” das plantas, caracterizada pela exsudagéao radicular de compostos que recrutam
microrganismos benéficos capazes de mitigar estresses biodticos e abiéticos (Liu et al.,
2020). Determinar como o microbioma das plantas pode ser afetado pelo aumento
das temperaturas € necessario se quisermos desenvolver bioinoculantes para

aumentar os rendimentos das plantas em um cenario de aquecimento global.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a modulacao de
comunidades bacterianas presentes nas sementes de milho de diferentes genétipos,
incluindo a variedade crioula Sol da Manha, o hibrido comercial Santa Helena SHS
5050 e o gendtipo geneticamente modificado DKB 177, submetidos a altas
temperaturas de 60 °C e 70 °C. Foram utilizadas abordagens microbiolégicas,
fisiolégicas e moleculares para avaliar como as altas temperaturas podem impactar a
biodiversidade e a atividade de tais populagtes e afetar a emergéncia de plantulas. A
compreensao da composicao dessas populagdes bacterianas e de como elas podem
ser afetadas pelo estresse térmico pode ser a base para a criacéo de bioinoculantes,
visando aprimorar o crescimento e o desenvolvimento de plantas em condi¢des de

estresse, especialmente em um cenario de aquecimento global.
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Domesticagao vegetal e melhoramento genético

A domesticacgao de plantas, que ocorreu ha cerca de 10.000 anos, foi o primeiro
passo na nutricdo humana e nas técnicas agronémicas contemporaneas (Fuller et al.
2023). Essa selecao vegetal, seja ela consciente ou inconsciente como descrito por
Charles Darwin, acarretou em modificagbes nas espécies vegetais que foram
essenciais para a manutencdo da vida humana, aumentando a produtividade e,

consequentemente, atendendo as necessidades alimentares das populagoes.

A razao inicial para a selecao artificial foi garantir alimentos e fibras, dando
origem as sociedades agricolas da era Neolitica (Clement et al. 2021). Ao longo dos
anos, as espécies de plantas foram modificadas em termos de suas estruturas
vegetativas, como caracteristicas morfolégicas das folhas e exsudatos radiculares. A
transicdo da coleta para o cultivo baseia-se na hipotese de que os agricultores
primitivos perceberam nao apenas as caracteristicas fenotipicas das espécies, mas
também a reproducao e adaptacao das plantas (Fuller et al., 2023). A selecao vegetal
consciente pode também impactar a composi¢cédo microbiana das plantas, podendo
levar a uma diminuicdo da diversidade e especificidade destes microrganismos
(Gutierrez & Grillo 2022; Berg & Cernava 2022).

Dada a populagdo mundial crescente e a demanda cada vez maior para
produzir mais alimentos, somado aos estresses bidticos e abibticos sofridos pelas
culturas vegetais, estudos surgiram focando no melhoramento genético. As
tecnologias émicas permitiram a comparacdo do genoma das espécies cultivadas
para aplicacdo no melhoramento de plantas (Aziz & Masmoudi, 2025). No entanto, o
modelo de selecdo convencional baseado em fenotipagem e alta produtividade
resultou em uma severa reducao da diversidade genética (Khoury et al., 2022). Surge
entao a necessidade de adotar praticas que combinem o melhoramento genético com
o estudo dos microbiomas vegetais, tendo em vista que microrganismos benéficos

podem auxiliar as plantas a uma maior produtividade e resisténcia a fatores adversos.
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Interagoes bactéria-planta

Plantas e microrganismos coevoluiram por milhées de anos, resultando em
interacdes ecoldgicas que desempenharam papéis na adaptacao e sobrevivéncia de
ambos os organismos (Trivedi et al. 2020). As plantas estdo associadas a uma
variedade de microrganismos, que tém um impacto direto no crescimento e
desenvolvimento vegetal e na tolerancia ao estresse (Fitzpatrick et al., 2020). Além
disso, eles formam estruturas dinamicas onde gendétipos de plantas, condi¢des
ambientais e interagdes microrganismo-microrganismo sao fatores essenciais para a

composicao e fungéo do microbioma (Trivedi et al., 2020; Mesny et al., 2023).

Essas interacbes sa&o marcadas por sinalizagdes quimicas que vao
desempenhar um papel funamental no tipo de relacdo estabelecida, seja ela de
comensalismo, parasitismo ou mutualistica. As raizes, por exemplo, secretam uma
mistura de agucares, aminoacidos e acidos organicos que podem atuar como fontes
de carbono, favorecendo a colonizacdo de microrganismos benéficos na rizosfera
(Pantigoso et al., 2022). Essa linguagem de sinalizagao de raizes e microrganismos &
considerada uma das estratégias-chave para a montagem e selegcdo do microbioma
radicular com fungbdes benéficas, como aquisicdo de nutrientes e tolerancia ao
estresse (Fitzpatrick et al., 2020; Pantigoso et al., 2022). Todas essas interacdes
fazem parte da estrutura do holobionte, que € a planta juntamente com sua microbiota,
onde os microrganismos sdo essenciais para a adaptacao da planta ao ambiente,
mantendo-a viva e saudavel (Fitzpatrick et al., 2020). Mesny et al. (2023) relataram
qgue a coevolucao entre plantas e microrganismos afeta diretamente o desempenho
do hospedeiro, destacando a relevancia de uma microbiota equilibrada para uma

planta saudavel.

O ambiente também tem um efeito determinante em todas essas relagdes, pois
afeta a composicdo e a funcionalidade da comunidade microbiana (Trivedi et al.,
2020). O tipo de solo, a disponibilidade de nutrientes e o clima influenciam o
recrutamento e a permanéncia de microrganismos, fazendo com que o desempenho
e as caracteristicas difiram entre espécies e gendétipos de plantas (Ware et al., 2021).
No cenario de mudangas climaticas em que vivemos, é necessario entender o efeito

do ambiente na estrutura e fungao do microbioma para antecipar a resposta da planta,
5
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ao mesmo tempo em que se prevé a manipulagdo de comunidades microbianas para

uma agricultura sustentavel (Trivedi et al., 2020; Ware et al., 2021).

Todas essas percepcdes ecoldgicas e evolutivas sobre o papel das bactérias
nas interacbes com as plantas impulsionam a busca por grupos de interesse
biotecnologico. O conhecimento sobre este tema permite a descoberta de
microrganismos que podem induzir o crescimento de plantas, e a implementacao de
praticas agricolas mais eficientes e sustentaveis (Fitzpatrick et al., 2020; Mesny et al.,
2023).

Bactérias promotoras do crescimento vegetal

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) tém despertado
grande interesse na biotecnologia agricola pelo potencial de reduzir o uso de
fertilizantes minerais e favorecer sistemas de cultivo mais sustentaveis (Kumar et al.,
2024). A microbiota bacteriana pode estabelecer relagdes simbibdticas ou associativas
com as plantas, com interacbes mutualisticas em que estes microrganismos se
beneficiam dos exsudados vegetais enquanto auxiliam plantas a crescerem e se

desenvolverem.

As BPCVs podem se associar as plantas epifiticamente, colonizando a
superficie da planta, ou endofiticamente, colonizando o interior dos tecidos vegetais,
promovendo o crescimento vegetal de forma direta ou indireta (Gédmez-Godinez et al.,
2023). Entre os mecanismos diretos estdo a fixacdo biolégica de nitrogénio, a
solubilizacdo de fosfatos e a produgao de fitorménios reguladores do crescimento,
como auxinas, giberelinas e citocininas (Cassan et al., 2020). Os mecanismos
indiretos incluem o controle biolégico de fitopatégenos, por competicao e antibiose, e
ainducao de tolerancia a estresses abidticos, como seca, salinidade e metais pesados
(Lahlali et al., 2022; Kumar et al., 2024).

Um exemplo muito conhecido de simbiose positiva é o das plantas leguminosas
com as bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium, que formam nédulos
radiculares, reduzindo o N, atmosférico a NH; pela enzima nitrogenase, tornando-o

disponivel para a planta (Raza et al., 2020). Telles et al. (2023) estimaram uma
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economia de aproximadamente US$ 15 bilhdées por ano quando a utilizagédo de ureia
foi substituida pela fixagéao biolégica de nitrogénio (FBN) na cultura da soja brasileira.

O efeito positivo da inoculagcao de bactérias diazotroficas tem sido amplamente
explorado para diversas culturas, incluindo o milho. Quando exposta a seca moderada
e baixa disponibilidade de nitrogénio, a inoculagdo com Gluconacetobacter
diazotrophicus (cepa Pal5) aumentou a biomassa vegetal, o teor de clorofila e a
eficiéncia no uso da agua, comprovando a eficacia dessa espécie bacteriana em
aliviar o efeito do déficit hidrico e reduzir a necessidade de fertilizantes minerais (Tufail
et al., 2021). Irineu et al. (2022) relataram que a inoculagdo de milho com a bactéria
Herbaspirillum seropedicae aumentou significativamente a biomassa de raizes e parte
aérea, o teor de pigmentos verdes, a absorcdao e assimilacao de nitrogénio e a
producao de fitormdnios. Em condicao de campo, a inoculacdo de H. seropedicae
resultou em ganhos de produtividade e maior eficiéncia de fixacado biolégica de
nitrogénio sob diferentes niveis de aplicacao de fertilizantes nitrogenados (Alves et al.
2021).

Consércios bacterianos também tém sido relatados como eficazes para
biocontrole em milho. Um consoércio composto por Azospirillum brasilense,
Pseudomonas putida, Acinetobacter sp. e Sphingomonas sp. foi capaz de manter o
rendimento de graos, mesmo com a reducdo de 50% de N mineral, mostrando
respostas diferenciadas entre gendtipos e a possibilidade de substituir parcialmente
fertilizantes quimicos (Molina-Romero et al. 2021). Esses resultados enfatizam o
potencial biotecnoldgico de diazotréficos na promogéao do crescimento em um sistema

de agricultura sustentavel.

A aplicacao de fésforo soluvel ainda € uma pratica comum na agricultura,
embora grande parte do nutriente se torne indisponivel as plantas devido a fixacao
por minerais do solo (Rawat et al., 2021). Nesse contexto, a inoculagdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato representa uma alternativa sustentavel e de menor impacto
ambiental (Wabhid et al., 2020). Algumas espécies dos géneros Bacillus, Pseudomonas
e Rhizobium produzem acidos organicos e enzimas fosfatases que solubilizam o

fésforo, permitindo assim que o elemento seja assimilado (Timofeeva et al., 2022).
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Entre as espécies amplamente exploradas, Gluconacetobacter diazotrophicus
tem sido destacada por sua capacidade auxiliar o crescimento de plantas deficientes
em fésforo, aumentando a concentragcao de nutrientes nos tecidos e promovendo um
incremento de biomassa vegetal (Delaporte Quintana et al., 2017; Ceballos-Aguirre et
al., 2023). Esses efeitos sao frequentemente atribuidos a producédo de fitorménios
como auxinas, giberelinas e citocininas, que modulam o desenvolvimento vegetal
(Orozco-Mosqueda et al., 2023). De forma semelhante, H. seropedicae apresenta
elevada capacidade de sintese de acido indolacético (AlA), além de atuar na fixacao

biolégica de nitrogénio e na solubilizagdo de minerais (Irineu et al., 2022).

As interagdes planta-microrganismo sao dinamicas e influenciadas por fatores
ambientais e genéticos. Elucidar essas interagcdes e os mecanismos relacionados a
promocao de crescimento séo as principais questdes da ecologia microbiana aplicada
para a sustentabilidade agricola (Trivedi et al. 2022; Mesny et al. 2023).

Microbiota associada as sementes

As sementes e outros materiais propagativos vegetativos hospedam um
microbioma, que € crucial para a ecologia e o funcionamento da semente, mas o
conhecimento de sua fungao ainda € limitado (Simonin et al., 2020). Apesar de, até
muito recentemente, as sementes serem consideradas estéreis, trabalhos utilizando
abordagens émicas evidenciaram a presenca de um microbioma endofitico com

potenciais atividades benéficas (Khanal et al., 2024).

O microbioma da semente pode ser herdado e transmitido verticalmente, ou
seja, da planta mae para a prole, ou adquirido e transmitido horizontalmente, ou seja,
através do solo, agua e agentes polinizadores (Abdelfattah et al., 2023). Estes
microrganismos desempenham um papel fundamental na germinagao e crescimento
inicial das plantulas, sendo esta a fase mais critica no ciclo de vida vegetal
(Abdelfattah et al., 2023; Rana & Patil, 2024). Os estudos sobre a funcionalidade
desses microrganismos sao limitados pois ainda nao foi registrado um método de
eliminacao total do microbioma da semente e grande parte desses microrganismos

nao sao cultivaveis (Romao et al., 2025).
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Bactérias endofiticas, como Enterobacter asburiae, Pantoea dispersa e
Pseudomonas putida foram isoladas de sementes de arroz, apresentando efeitos
positivos no crescimento de plantulas, bem como no biocontrole de Fusarium
oxysporum (Verma et al., 2017). Kouzai & Akimoto-Tomiyama (2022) relataram a
capacidade da bactéria da semente de arroz Pantoea dispersa BB1 inibir Burkholderia

glumae, o agente causal da podridao de sementes e plantulas de arroz.

Na cultura do milho, foi demonstrado que o microbioma da raiz de gendtipos
melhorados ndo era semelhante entre si e também diferentes do teosinto, implicando
que essas comunidades variam de acordo com o gendtipo (Barnes et al., 2024). O
uso de gendtipos contrastantes para comparar microbiomas de sementes ajuda a
compreender o holobioma da planta e a recuperar taxons bacterianos benéficos que
foram deixados para tras no processo de hibridizagdo, abrindo caminho para o

desenvolvimento de bioinoculantes especificos.
OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto de altas temperaturas sobre a composicdo e potencial
funcionalidade das comunidades bacterianas associadas a sementes de milho de
gendtipos contrastantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito das altas temperaturas aplicadas sobre a qualidade fisiolégica
das sementes de milho;

e Caracterizar a estrutura, diversidade e atividade metabdlica bacteriana apés o
estresse térmico;

e Descrever o perfil fisiolégico e metabdlico das comunidades bacterianas
quanto a utilizagao de diferentes fontes de carbono;

¢ Analisar a performance e biomassa vegetal das plantulas de milho inoculadas
com comunidades bacterianas das sementes;

¢ Analisar a expressao génica de marcadores relacionados a promocéao de
crescimento e tolerancia ao estresse térmico nas raizes das plantulas;

e Caracterizar a colonizagao bacteriana em sementes pré-germinadas;
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Este estudo utilizou trés cultivares de milho de genétipos contrastantes: Sol da
Manha (SOL), Santa Helena 5050 (SHS) e Dekalb® 177 (DKB). As sementes da
cultivar crioula Sol da Manha foram cedidas pelo produtor rural Jamil Braz Corinto, da
Fazenda Corinalves, Santo Anténio do Rio Verde, Cataldao — Goias (Brasil), por
intermédio do professor Samuel Kamphorst (UNILA, Brasil). As cultivares SHS 5050
e DKB 177 sao sementes comerciais, sendo a primeira um hibrido superprecoce com
alta estabilidade, enquanto a segunda apresenta a tecnologia transgénica VT PRO
3™ que confere producgao da proteina Bt, responsavel pela protecao contra larvas de
traca, insetos da ordem Lepidoptera e tolerdncia ao glifosato (Roundup®). As
sementes de milho foram submetidas ao tratamento com calor seco a 60°C e 70°C
por 72 horas, conforme adaptacdo de Silva et al. (2002). Para manter condi¢des
axénicas nas analises subsequentes, as sementes foram acondicionadas em frascos

de vidro autoclavados, vedados com tampao de algodao.

Analise de vigor das sementes

O vigor das sementes foi avaliado por meio do teste bioquimico de tetrazélio,
conforme as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009). As sementes foram
submetidas a embebicao entre papel por 16 horas a 27°C, seguidas de bisseccao
longitudinal ao longo do embrido e coloragdo com solugéo de cloreto de 2,3,5-trifenil
tetrazélio a 0,1% por 3 horas a 30°C. Apds esse periodo, as sementes foram lavadas
e mantidas em agua destilada até a visualizacdo das superficies coradas em
estereomicroscopio de luz com camera digital (Zeiss Stemi SV 11). As sementes foram
consideradas viaveis quando a area maxima de tecido nao corado, flacido ou necrético
nao ultrapassava 1/3 do escutelo e do eixo embrionario. Tecidos ndo corados na
regido central do escutelo foram interpretados como danos de secagem. Foram

analisadas dez sementes por repeticao, em trés repeticdes por tratamento.

Teste de germinagao

A embebicao das sementes foi realizada em placas de Petri esterilizadas (150
x 25 mm) contendo papel germitest autoclavado, no qual as sementes foram
posicionadas entre papéis umedecidos com agua destilada estéril, equivalente a 2,5

10
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vezes 0 peso do papel. As placas foram incubadas em camara BOD a 28°C por 16
horas antes da semeadura em placas de Petri contendo meio agar-agua 0,5%. As
sementes foram entado mantidas em BOD a 28°C por 5 dias, sob fotoperiodo de 12
horas de luz/12 horas de escuro. Foram colocadas 12 sementes por placa, em trés
repeticdes por tratamento. As sementes germinadas foram contadas diariamente para
calculo da porcentagem de germinacgéo (%G), indice de velocidade de germinacgao
(IVG), tempo médio de germinacao (TMG) e velocidade média de germinacao (VMG)
(Maguire, 1962; Borghetti & Ferreira, 2004).

Cultivo das plantas em condi¢gdes axénicas

Apos a embebicao, as sementes foram semeadas em frascos de vidro de 3 L
autoclavados, contendo 700 g de substrato Basaplant® Hortalicas autoclavado (trés
vezes por 1 hora, em intervalos de 24 horas). O substrato apresentava as seguintes
propriedades fisico-quimicas: pH 4,9; N (g/Kg): 5,04; P (g9/Kg): 3,77; K (g/Kg): 2,10;
Ca (g/Kg): 5,20; Mg (g/Kg): 0,40; C (g/Kg): 249,6; S (g/Kg): 0,54; Fe (mg/Kg): 8855;
Cu (mg/Kg): 26; Zn (mg/Kg): 90; Mn (mg/Kg): 182; B (mg/Kg): 104,8; U (%): 30,64.
Foram adicionados 250 mL de agua destilada autoclavada, e os frascos foram
vedados com manta de algodado para evitar contaminagdes. O experimento foi
conduzido em triplicata, com dez sementes por repeticao, totalizando 30 sementes
por tratamento. Os frascos permaneceram em cémara BOD a 28°C por 7 dias,
fotoperiodo de 12/12 horas. Ao final do experimento, foram coletadas amostras de

raizes e de solo rizosférico para analises posteriores.

Quantificagao bacteriana

Sementes germinadas, raizes e solo rizosférico de plantulas cultivadas em
condicdes axénicas foram pesados (1 g) em triplicata e colocados em tubos de ensaio
contendo 9 mL de solugéo salina NaCl 0,85%, realizando diluigcbes seriadas (107" a
107"). As sementes e raizes foram maceradas na solugao salina para obter a diluicao
107". A populacao bacteriana total foi cultivada em meio Nutrient Broth solido (13g/L),
com estimativa da populagdo por contagem de unidades formadoras de colénia
(UFC/mL) através do plagueamento de 100 uL das diluicbes de 107" a 107 para
sementes e 1074 a 1077 para rizosfera e raiz. Para quantificagdo e isolamento de

bactérias fixadoras de nitrogénio, aliquotas de 100 L foram pipetadas em meio semi-

11
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sélido JNFb (Baldani et al., 2014) nas mesmas diluigcbes descritas anteriormente e em
triplicata. A quantificacdo de bactérias diazotroficas foi realizada pelo método do
Numero Mais Provavel (Cochran, 1950), utilizando a tabela de McCrady (Okon et al.,
1977).

Atividade enzimatica microbiana

A atividade microbiana no solo rizosférico das plantulas de milho foi avaliada
pelo ensaio de hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA). Para isso, 0,5 g de solo
de cada tratamento foram pesados em triplicata, com solo autoclavado como controle
negativo, e transferidos para tubos cénicos de centrifugagcdo de 15 mL. Foram
adicionados 6 mL de tampao fosfato autoclavado (50 mM TPO,, pH 7,6) e 120 uL da
solucao de FDA (1 g/L em acetona 100%, armazenada em frascos ambar). Os tubos
foram incubados no escuro em agitador orbital a 180 rpm e 30°C por 1 hora. A reagéo
foi interrompida com 6 mL de acetona 50%, seguida de centrifugagdo a 5000 rpm por
6 minutos. Aliquotas de 200 uL do sobrenadante foram pipetadas em triplicata em
placas de poliestireno de 96 pocos, e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a
492 nm. A curva de calibragcdo foi obtida com leituras de fluoresceina em

concentragdes de 2 a 20 mg/mL.

Extracao e sequenciamento de DNA

Amostras de solo rizosférico de plantulas germinadas em condigbes axénicas
foram coletadas, e 250 mg de solo foram utilizados para a extracado de DNA com o kit
QIAGEN DNeasy® PowerSoil® Pro, seguindo as instrugbes do fabricante. Trés
repeticdes foram realizadas por tratamento. A integridade do DNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL) e
visualizado sob transiluminador UV. A quantificacdo (ng/pL) e a qualidade do DNA
foram avaliadas pelas razées 260/280 e 260/230 em espectrofotdmetro NanoDrop®
2000 (Thermo Scientific). O sequenciamento da comunidade bacteriana foi realizado
na empresa NGS Solugdes Gendmicas (Piracicaba, Brasil), onde a regiao V4 do gene
16S rRNA foi amplificada com os primers 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3)
e 806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) (Caporaso et al., 2011) na plataforma
MiSeq (lllumina, San Diego, EUA).

12
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Analise de metabarcoding

As sequéncias demultiplexadas foram importadas para o ambiente R para o
processamento bioinformatico. Inicialmente, os adaptadores correspondentes aos
primers 341F (“GTGCCAGCMGCCGCGGTAA") e 805R (“GGACTACNVGGGTWTCT
AAT”) foram removidos utilizando o plugin Cutadapt (Martin, 2011). O processamento
subsequente foi conduzido com o pipeline do pacote DADA2 (Callahan et al., 2016).
Os parametros de filtragem foram definidos como truncLen = ¢(260, 235), trimLeft =
10, maxEE = 2 e truncQ = 2, mantendo-se os demais parametros nas configuracées
padrdao. Apos a filtragem de qualidade, as sequéncias foram submetidas ao
aprendizado das taxas de erro, inferéncia das variantes de sequéncia de amplicon
(Amplicon Sequence Variants — ASVs) e pareamento das leituras (reads). A atribuicao
taxon6mica foi realizada por meio do classificador naive Bayes implementado no
DADA2, utilizando o banco de dados SILVA (v138.1) (Quast et al., 2013) como
referéncia. Sequéncias taxonomicamente atribuidas a cloroplastos e mitocéndrias
foram removidas. A tabela de abundancia de ASVs foi rarefeita para padronizacao da
profundidade de sequenciamento antes das analises de diversidade. As analises de
diversidade alfa, beta e gama foram realizadas com os pacotes vegan (Oksanen et
al., 2013) e phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013). As analises de abundéncia relativa
e a construgdo de diagramas de Venn foram conduzidas com o pacote microeco (Liu
et al., 2021). Por fim, a predicao funcional foi executada com o pacote ggpicrust (Yang
et al., 2023), utilizando o banco de dados de vias metabdlicas do PICRUSt2 (Douglas
et al., 2020).

Perfil fisiologico das comunidades microbianas

Com base na utilizagéo de Biolog EcoPlate™ (Biolog Inc., Hayward, CA, EUA)
as comunidades microbianas provenientes da rizosfera das plantulas de milho dos
diferentes gendtipos e tratadas ou nao por termoterapia, crescidas em condi¢des
axénicas, foram caracterizadas de acordo com a utilizagao de diferentes fontes de
carbono. Para isto, com base na quantificacdo bacteriana realizada anteriormente, a
diluicao 107* do solo rizosférico de cada genétipo e tratamento foi utilizada, pipetando
150uL desta diluicdo na placa Biolog EcoPlate™, nos pogos contendo as diferentes
fontes de carbono. O mesmo volume de solugéo salina 0,85% autoclavada foi utilizado
nos po¢os controle contendo agua. Cada placa contém 31 fontes de carbono distintas

13
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(Tabela S1), em triplicata, representando diferentes classes funcionais como aminas,
aminoacidos, carboidratos, acidos organicos, fendis e polimeros. Quando um
substrato € metabolizado pelos microrganismos, ocorre a redugcdo do corante
tetrazdlio violeta, resultando em coloragao purpura cuja intensidade é proporcional a
atividade metabdlica. As placas foram inoculadas e incubadas a 32°C, sem agitacéo,
e as leituras de absorbancia foram realizadas a 630 nm em intervalos de 4 horas nas
4 leituras iniciais e 8 horas nas leituras seguintes, totalizando 116 horas de
experimento. Os dados de absorbancia foram utilizados para calcular o Average Well
Color Development (AWCD), indices de diversidade de Shannon e Simpson e
consumo metabdlico final por classe funcional e fontes de carbono isoladas (mapa de
calor) (Sofo & Ricciuti, 2019).

Ensaio de inoculagdo de comunidades

Comunidades crescidas nas placas de 96 pogos Biolog EcoPlate™ de todos os
tratamentos (DKB, SHS e SOL tratados ou ndo a 60°C e 70°C) foram transferidas com
o auxilio de um “carimbo” para placas de petri (150 x 25 mm) esterilizadas contendo
100mL de meio de cultura solido Nutrient Broth sélio (13g/L) para o cultivo das
comunidades de cada gendétipo e tratamento, crescidas nas diferentes fontes de
carbono. Apo6s 48h de incubagcdo das placas em estufa a 28°C, as comunidades
crescidas em placa foram lavadas com 10mL de solucao salina 0.85%, a densidade
Optica de cada inéculo foi medida em espectrofotdbmetro a 600nm e todos os indculos
foram ajustados para uma densidade o6ptica de 0,5 a 600nm. Para tratamentos
controle (nao inoculado), foi utilizado solucdo salina NaCl a 0.85% autoclavada.
Sementes de milho dos trés gendtipos (DKB, SHS e SOL), tratadas ou nao por
termoterapia (controle, 60°C e 70°C) foram inoculadas com suas respectivas
comunidades provenientes da Biolog EcoPlate ™.

As sementes dos tratamentos SHS 70°C e SOL 70°C, além da inoculagao de
suas respectivas comunidades, foram inoculadas com as comunidades crescidas nas
placas do tratamento DKB 70°C. A inoculagao foi feita da seguinte forma: 10 sementes
em ftriplicata de cada tratamento foram imersas nos seus respectivos indculos
padronizados (ODsoonm=0.5) em tubos falcon de volume 50mL contendo 2mL de
in6culo por grama de semente. Os tubos foram dispostos horizontalmente em agitador

orbital a 150rpm por 30 minutos, sendo agitados manualmente por 15 minutos apos
14
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este periodo e as sementes inoculadas foram dispostas em placas de petri estéreis
para secar em fluxo laminar por 15 minutos. As sementes foram entao dispostas em
vasos de plastico pretos contendo 200g de substrato Basaplant® Hortalicas
autoclavado (uma vez por 1 hora) e cada vaso recebeu uma dose extra de 10mL do
mesmo inéculo das sementes. Os vasos foram dispostos em casa de vegetacao,
irrigados com agua comum a cada 24h e as plantas coletadas apo6s 7 dias de
germinacao para analise dos parametros biométricos (comprimento de parte aérea,
comprimento de raiz, peso fresco de parte aérea e raiz e peso seco de parte aérea e

raiz).

Extracao de RNA, sintese de cDNA e PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR)

Aproximadamente 200 mg de tecido radicular de cada tratamento previamente
descrito foram macerados em nitrogénio liquido com o auxilio de um almofariz e pistilo.
A extragcdo do RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen;
Thermo Fisher Scientific, Inc.), de acordo com as instrucbes do fabricante. A
concentragcdo do RNA obtido foi determinada por meio do espectrofotémetro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific). Amostras de RNA com razéo de
absorbancia 260/280 entre 1,8 e 2,0 foram consideradas adequadas para as analises
subsequentes. A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose a 2%, corado

com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 pg de RNA total utilizando o kit
Maxima H Minus Reverse Transcription System (Thermo Fisher Scientific), conforme
as recomendacoes do fabricante. As reagcées de gPCR foram conduzidas em placas
de 48 pogos no sistema StepOne Real-Time PCR (Applied Biosystems) sob as
seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos
de amplificacéo a 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 15 segundos.
O volume final de reacao foi de 15 uL, contendo 0,75 uL (10 uM) de cada primer
(forward e reverse), 7,5 yL de GoTaqg® qPCR Master Mix (Promega), 3 uL de cDNA e
3 pL de agua ultrapura. Os primers (Tabela S2) foram desenhados com base em
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank e sintetizados pela empresa
Exxtend Biotechnology (Sao Paulo, Brasil). O gene Tubulin alpha-3 chain (TUB) foi
utilizado como controle endégeno. A especificidade de cada par de primers foi

verificada por meio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool;
15
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Altschul & Lipman, 1990) e confirmada pela analise da curva de dissociagcao (melting
curve). Os niveis relativos de expressao génica foram calculados pelo método 2 AACt
(Livak & Schmittgen, 2001), considerando a expressao do tratamento controle como
valor de referéncia. A analise estatistica dos dados foi realizada no software GraphPad
Prism versao 8 (GraphPad Software, Boston, MA, EUA), e as diferencas foram

avaliadas pelo teste t de Student, adotando-se nivel de significancia de p < 0,05.

Microscopia eletronica de varredura

Seccbes longitudinais foram realizadas em sementes germinadas,
especificamente na regidao de protrusédo da radicula, para visualizagcao da colonizagao
bacteriana em sementes tratadas ou ndo com termoterapia. As amostras foram
fixadas em solugcédo contendo 4% paraformaldeido (PA), 2,5% glutaraldeido (GA) e
tampéao fosfato (TPO, 0,05 M, pH 7,2) por 48 horas. Em seguida, as secc¢des foram
lavadas trés vezes no mesmo tampao por 40 minutos, desidratadas em série
crescente de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, repetido duas vezes) e
submetidas a secagem em ponto critico com CO, (Leica CPD300). As amostras foram
montadas em stubs de aluminio e metalizadas com ouro e paladio no equipamento
SCDO050 BAL-TEC. As imagens foram obtidas em microscopio eletronico de varredura
EVO 40 (Zeiss).

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software R versao 4.1.3, utilizando
o RStudio. A normalidade e a homogeneidade de variancias foram avaliadas pelos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente, com nivel de significancia de 5%.
Os resultados foram entao classificados em grupos paramétricos e nado paramétricos.
Para dados normais, utilizou-se analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida
pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados que nao atingiram normalidade foram avaliados

pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pds-hoc de Dunn.
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RESULTADOS

Analise do Vigor das Sementes

O teste bioquimico de tetrazélio foi realizado para avaliar o vigor das sementes
apos os tratamentos de termoterapia. As sementes apresentaram coloracao vermelha
uniforme em todos os genétipos no tratamento controle, demonstrando vigor
adequado para o experimento. Esse cenario se modificou de forma significativa
quando a termoterapia foi aplicada (Figura 1A). Em algumas sementes do gendtipo
SHS, o dano ao vigor nos tratamentos a 60 °C e 70 °C foi observado ao longo do
escutelo, com uma area esbranqui¢cada que cobria mais de um tergo dessa regido da
semente. O gendtipo DKB foi 0 menos afetado pelo estresse térmico, apresentando
descoloracdao em pequenas areas, especificamente no centro do escutelo e na
extremidade da radicula no tratamento a 60 °C e, no tratamento 70 °C, nas
extremidades da radicula e da plumula. No tratamento controle do genétipo SOL, o
vigor foi semelhante ao observado na termoterapia a 60 °C, porém, no tratamento a
70 °C foram constatadas areas nao coradas no centro do escutelo, caracteristica de

dano térmico.

O tratamento a 60°C nao afetou significativamente o vigor das sementes dos
trés gendtipos. No entanto, observou-se perda significativa de vigor a 70°C para os
gendtipos SHS e SOL, que apresentaram reducao de 30% em ambos os casos (Figura
1B). Essa redugédo no vigor das sementes a 70°C sugere que SHS e SOL séao
suscetiveis a altas temperaturas, o que esta de acordo com a observagao visual das
areas nao coradas. O gendtipo DKB manteve alto vigor em todos os tratamentos,
inclusive a 70°C, com 96,67 %, indicando que as sementes de DKB s&o mais tolerantes

ao estresse térmico, preservando o vigor mesmo sob condi¢gbes de alta temperatura.
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Figura 1. (A) Sementes de milho de diferentes genoétipos submetidas ao teste de tetrazdlio,
com tecidos metabolicamente ativos evidenciados pela coloragdo vermelha nas regides do
escutelo e do eixo embrionario e tecidos descoloridos indicados pelas setas. Sol da Manh3
(SOL), Santa Helena 5050 (SHS) e Dekalb® 177 (DKB); Controle (C) Tratamento 60°C (60)
e Tratamento 70 °C (70); (B) Porcentagem de vigor das sementes. Letras iguais nas colunas

nao diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Teste de Germinagao das Sementes

Para os valores de percentual de germinacgao (Figura 2A), os resultados nao
mostraram diferencas significativas entre os tratamentos para os trés genétipos de
milho. O indice médio de germinacao variou significativamente entre os tratamentos e
gendtipos (Figura 2B). O genétipo DKB submetido ao tratamento de 60°C apresentou
o maior indice de germinacao (12,67), enquanto SHS a 70°C e SOL a 70°C mostraram
os menores valores (4,56 e 6,11, respectivamente). A termoterapia ndo afetou
estatisticamente o indice de germinacao do genétipo DKB. Os tratamentos controle
de todos os genétipos apresentaram indices de germinacgao relativamente altos, com
valores préximos a 10,67 para SOL, 9,83 para SHS e 10,75 para DKB.

O gendtipo DKB manteve elevada velocidade de germinagdo em todos os
tratamentos. No entanto, o genétipo SHS apresentou menor desempenho, com
velocidade de germinacao reduzida a 0,69 sementes/dia sob 60 °C e a 0,46
sementes/dia sob 70 °C (Figura 2C). O gendtipo SHS tratado a 70°C teve o maior
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tempo médio de germinacao (2,27 dias), indicando uma possivel resposta de estresse
as altas temperaturas (Figura 2D). No tratamento 60°C, o gen6tipo DKB apresentou o

menor tempo médio de germinacéao (1,15 dias). Os tratamentos controle de todos os

dias.
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Figura 2. Média * desvio padrao dos parametros de germinacao, incluindo %G - percentual
de germinacao (A), IVG - indice de velocidade de germinacao (B), VMG - velocidade média
de germinagao (C) e TMG - tempo médio de germinacao (D). Letras iguais nas colunas nao
diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 3. Plantulas de milho germinadas em meio agar-agua a 0,5% apds 5 dias a 28°C em
incubadora BOD. As letras na figura correspondem aos seguintes cultivares: DKB - A, B e C;
SOL - D, E e F; SHS - G, H e I; na seguinte ordem: Controle, 60°C e 70°C. A cultivar SOL
apresentou crescimento fungico nas placas de agar-agua e o tratamento SHS 70 apresentou
intenso crescimento bacteriano.

Quantificagao Bacteriana

No resultado da contagem de bactérias totais nas sementes de milho (Figura
4A), a cultivar SHS tratamento controle apresentou diferenca significativa quando
comparado ao tratamento 70°C, com o valor de 7,55+0,87 log,, células por grama de
sementes no tratamento controle e 5,75+0,08 log,, células no tratamento 70°C. Nao
houve crescimento bacteriano da cultivar DKB quando tratada a 60°C. Os tratamentos
controle e 70°C desta cultivar ndo diferiram estatisticamente. A cultivar SOL néao

apresentou diferenca significativa entre os tratamentos.

Todos os gendétipos apresentaram valores mais baixos no tratamento a 70°C
na contagem bacteriana das raizes (Figura 4B), com numeros de células variando de
5,80+0,17 log1o (SHS) a 6,50+0,05 log;, (SOL). O cultivar SOL também apresentou
uma reducao significativa no tratamento a 60°C, com 6,79+0,32 log,, células por

grama de raiz.

20



688
689
690
691
692
693
694

695

696
697
698
699

700

701
702
703
704

Para o solo rizosférico, o genétipo SHS apresentou uma redugéo significativa
apenas no tratamento a 60°C, com 6,84+0,35 log,, células por grama de solo (Figura
4C). A cultivar DKB nao apresentou crescimento bacteriano no tratamento controle, e
os tratamentos a 60°C e 70°C mostraram valores de 6,55+0,24 log,, células e
7,17+0,06 log,, células, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos para o cultivar SOL, que apresentou valores variando de 8,62+0,24 log,

células g7 solo (70°C) a 9,05+0,05 log,, células g~ solo (controle).
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Figura 4. Contagem bacteriana por calculo de UFC (Unidade Formadora de Colénia),
expressa em numero de células log,, por grama de (A) sementes, (B) raizes e (C) solo
rizosférico. A sigla n.d. indica auséncia de deteccao na diluicdo 107'. De acordo com o teste
de Tukey, letras idénticas nao diferem significativamente entre si (p<0,05).

A quantificagdo de bactérias diazotréficas foi realizada em meio semi-sélido
livre de nitrogénio JNFb, utilizando o método do nimero mais provavel (NMP) com
base na tabela de McCrady (Débereiner et al., 1995). Os tratamentos térmicos nao

afetaram de maneira significativa a quantidade de bactérias diazotroficas das
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sementes das trés cultivares. Diferente das raizes, que apresentaram reducao
significativa em todas as cultivares no tratamento 70°C quando comparado ao
controle, com valores de 4,72+0,20 log,, células para SHS 70, 5,63+0,24 log, células
para DKB 70 e 6,7810,22 log,, células para SOL 70.
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Figura 5. Quantificacdo de bactérias diazotréficas pelo método do NMP (Numero Mais
Provavel) em sementes (A) e raizes (B). As barras acima de cada valor representam o erro
padrao. De acordo com o teste de Tukey, letras idénticas dentro das colunas nao diferem
significativamente entre si (p<0,05).

Atividade Enzimatica Microbiana

A atividade enzimatica microbiana no solo rizosférico de plantulas de milho,
avaliada por meio do ensaio de hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA), revelou
diferengas significativas entre os genoétipos. A termoterapia ndo afetou a atividade
enzimatica microbiana nos genétipos SOL e DKB, que apresentaram concentracdes
de fluoresceina semelhantes entre os tratamentos. A cultivar SHS, tratamento a 60°C,
apresentou um aumento significativo na concentracao de fluoresceina para cerca de
3,4 mg/mL, sugerindo uma intensificacao da atividade enzimatica microbiana sob esse
tratamento térmico moderado. No entanto, o tratamento a 70°C resultou em uma
acentuada reducgao, para aproximadamente 1,0 mg/mL, nao diferindo estatisticamente

do tratamento controle.

O controle do gendétipo SOL apresentou baixa concentragdo de fluoresceina
(1,2 mg/mL), assim como o tratamento a 60°C (1,1 mg/mL) e 70°C (1,2 mg/mL). A
cultivar DKB, tanto no controle quanto nos tratamentos de termoterapia, apresentou

concentragdes consistentemente baixas de fluoresceina, em torno de 0,3 mg/mL,
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indicando minima atividade enzimatica microbiana, diferindo estatisticamente dos
tratamentos SHS 60 e SHS C.

DKB 60
Cc
» DKB 70 )
£ DKBC i .
& bc !3
£ SHS 70 A 2
-— C 1

SOLC
SHS C i
SHS 60

0 1 2 3 -4
pg FDA hidrolisado / 0.5 g solo / 60 min

Figura 6. Ensaio de hidrolise de diacetato de fluoresceina (FDA), com a atividade microbiana
correlacionada as concentracbes de fluoresceina. Letras idénticas nao diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Analise de Metabarcoding

A analise de metabarcoding € uma técnica molecular poderosa utilizada para
estudar a composicao e a diversidade de comunidades microbianas. Ao direcionar
regides especificas do genoma microbiano, como o gene 16S rRNA para bactérias, o
metabarcoding permite identificar e quantificar diversos taxons microbianos presentes
em uma amostra. Os diagramas de Venn ilustram a distribuicdo das Amplicon
Sequence Variants (ASVs) entre os diferentes tratamentos e genétipos (Figura 7). As
areas que nao se sobrepdem indicam ASVs exclusivas de um tratamento, areas
sobrepostas mostram ASVs compartilhadas entre dois tratamentos e a area central,
onde todos os circulos se sobrepdem, indica ASVs presentes em todos os

tratamentos.

O gendtipo SHS apresentou 10, 9 e 5 ASVs exclusivas nos tratamentos

controle, 60°C e 70°C, respectivamente, sugerindo a diminuigdo no niumero de ASVs
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751  Unicas com o aumento da temperatura (Figura 7A). Nao houve compartiihamento
752  entre 2 tratamentos desta cultivar, porém 7 ASVs foram compartilhados entre os 3
753  tratamentos, indicando um core microbiano nao afetado pelo aumento de temperatura
754  na termoterapia de sementes. O gendtipo DKB apresentou 7 e 3 ASVs exclusivas nos
755  tratamentos controle e 60°C respectivamente; entretanto, o tratamento 70°C revelou
756 305 ASVs exclusivas, indicando um expressivo aumento na diversidade microbiana
757  sob alta temperatura (Figura 7B). Houve um compartilhamento de 3 ASVs entre os
758  tratamentos controle e 60°C e 60°C e 70°C, enquanto controle e 70°C compartilharam
759  apenas 1 ASV. Os 3 tratamentos da cultivar DKB compartilharam um total de 8 ASVs.
760 A cultivar SOL apresentou 15 ASVs exclusivas no controle, 5 no tratamento 60°C e 6
761 em 70°C, indicando uma diminuicdo do numero de ASVs exclusivas com os
762  tratamentos térmicos (Figura 7C). Esta analise apresentou 1 ASV compartilhada entre
763  os tratamentos SOL C e SOL 60, e SOL C e SOL 70. Os tratamentos SOL 60 e SOL
764 70 apresentaram um compartilhamento de 4 ASVs, enquanto o compartilhamento
765 entre todos os tratamentos foi de 7 ASVs. Na Figura S1 é possivel observar que,
766 quando comparamos todas as cultivares e tratamentos, apenas um ASV é

767  compartilhado.

SHS C SHS 60 DKB C DKB60 SOLC SOL 60
10 9 9 7 2 3 15 d 5
7 8 7
0 0 1 3 1 4
5 305 6
SHS 70 DKB 70 SOL 70

768

769  Figura 7. Diagramas de Venn mostrando a distribuicdo de Amplicon Sequence Variants
770  (ASVs) entre os diferentes gendétipos e tratamentos, com indicacdo do numero de ASVs
771  exclusivas e ASVs compartilhadas em SHS (A), DKB (B) e SOL (C).

772

773 Analise de Diversidade Alfa
774 A diversidade alfa foi avaliada utilizando quatro indices: Observed, Shannon,
775  Simpson e Chao1. O indice Observed (Figura 8A) representa o numero total de ASVs

776  detectadas nas amostras, levando em consideracado apenas a riqueza. O indice de
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Shannon (Figura 8B) representa a riqueza e abundancia das amostras, sendo sensivel
a espécies raras. O indice de Simpson (Figura 8C) mede a diversidade, considerando
a abundancia relativa e a uniformidade das comunidades, com énfase em ASVs
dominantes. Ja o indice Chao1 (Figura 8D) esta relacionado ao numero total de ASVs

reais, corrigindo a riqueza observada para espécies raras nao detectadas.

O indice Observed mostrou que o tratamento DKB 70°C apresentou a maior
riqueza bacteriana. Esse valor foi significativamente superior aos observados nos
demais tratamentos, que nao diferiram entre si. No indice Shannon, o genétipo DKB
tratado a 70°C também se destacou, apresentando o maior valor de diversidade. Esse
tratamento diferiu significativamente do genédtipo SHS tratado a 60°C. Os demais
tratamentos apresentaram valores intermediarios e nao diferiram estatisticamente
entre si. O indice Simpson nao apresentou diferengas significativas entre os
tratamentos, indicando que mesmo havendo variagdes na riqueza e na diversidade
total observadas nos outros indices, a distribuicdo das abundancias relativas dos
taxons permaneceu equilibrada entre as amostras, sem predominio marcante de
grupos especificos. Por fim, o indice Chao1 confirmou o padrao observado no indice
Observed. O tratamento DKB 70°C apresentou os maiores valores estimados de
riqueza, diferindo significativamente dos demais tratamentos, que mantiveram valores
baixos e semelhantes entre si. Esse resultado reforca que o gendétipo DKB, quando
tratado a 70°C apresentou um microbioma mais resiliente. De forma geral, os
resultados indicam que o gendtipo DKB possui uma comunidade microbiana
associada as sementes mais resistentes ao calor, preservando maior riqueza e

diversidade sob estresse térmico.
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Figura 8. Métricas de diversidade alfa das comunidades bacterianas em sementes de milho
de trés gendtipos (DKB, SHS e SOL) submetidos a diferentes tratamentos: controle, 60°C e
70°C. As métricas apresentadas sao: Observed (A), Shannon (B), Simpson (C) e Chao1 (D).
Letras idénticas nao diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05).

Analise de Diversidade Beta

A diversidade beta foi analisada para visualizar as alteracbées na composigcao
da comunidade microbiana entre os trés gendtipos e tratamentos. A Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) foi empregada para ilustrar as diferencas
composicionais e identificar respostas especificas de cada genoétipo ao estresse
térmico. O grafico de PCoA do gendétipo SHS (Figura 9A) mostrou uma separagao
clara das comunidades bacterianas em todos os tratamentos, indicando que as altas
temperaturas alteram significativamente a composicéo do microbioma das sementes.
O grafico de PCoA do genétipo SOL (Figura 9B) revelou tendéncia semelhante, com
todos os tratamentos separados entre si. Para o genétipo DKB (Figura 9C), observou-
se um agrupamento distinto das amostras do tratamento a 70°C, separado do controle
e do tratamento a 60°C, sugerindo que a comunidade bacteriana das sementes de
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DKB foi fortemente afetada pela temperatura de 70°C. No grafico com os trés

tratamentos da cultivar DKB, descrito anteriormente, observa-se uma sobreposicao

dos tratamentos controle e 60°C, porém essa sobreposi¢ao ocorreu devido a grande

variacao do tratamento 70°C. Para demonstrar isso, foi realizada uma analise de

PCoA entre os tratamentos controle e 60°C, em que podemos observar que os

tratamentos nao se sobrepdem (Figura 9D).
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Figura 9. Graficos de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) representando a diversidade
beta das comunidades bacterianas em sementes de milho de trés genétipos: SHS (A), SOL
(B), DKB (C) e DKB apenas tratamentos controle e 60°C (D). Os graficos foram baseados em
matrizes de distancia Bray—Curtis.

Atribuicoes TaxonOmicas Bacterianas

As atribuicbes taxondmicas permitiram identificar a composicdo das
comunidades bacterianas associada as sementes. Os graficos de barras apresentam
a abundancia relativa das diferentes atribuicbes taxonémicas bacterianas nos trés
genotipos de milho submetidos aos tratamentos controle (C), 60°C e 70°C. No nivel
taxondémico de filo (Figura 10A), observou-se que a comunidade microbiana de DKB
Controle e DKB 60°C foi dominada pelo filo Proteobacteria. Houve uma reducao
significativa de Proteobacteria acompanhada por um aumento de Firmicutes quando
as sementes foram submetidas ao tratamento de 70°C. Além disso, a 70°C, foram
detectados filos que nado haviam sido observados nos tratamentos controle e 60°C,
como Actinobacteriota, Chloroflexi, Acidobacteriota, Bacteroidota, Verrucomicrobiota
e Myxococcota.

A cultivar SHS, nos tratamentos controle e 60°C, apresentou predominancia do
filo Proteobacteria. Entretanto, sob 70°C, observou-se um aumento na presenca de
Firmicutes. A cultivar SOL também apresentou predominancia de Proteobacteria em
todos os tratamentos. No controle, foram observados os filos Actinobacteriota,
Firmicutes e Acidobacteriota. No tratamento a 60°C, verificou-se um aumento na
incidéncia de Actinobacteriota, enquanto os demais filos presentes no controle nao
foram detectados. Ja no tratamento a 70°C, observou-se a ocorréncia dos filos

Actinobacteria, Firmicutes e Verrucomicrobiota.

No nivel taxonémico de classe (Figura 10B), o cultivar DKB apresentou
predominancia de Gammaproteobacteria nos tratamentos controle e 60°C, com
pequena ocorréncia de Alphaproteobacteria. No entanto, no tratamento 70°C,
observou-se forte ocorréncia de Bacilli, além da presenca de Alphaproteobacteria,
Actinobacteria, Acidobacteriae, Ktedonobacteria, Bacteroidia e Verrucomicrobiae. O
gendtipo SHS apresentou predominancia de Gammaproteobacteria em todos os
tratamentos, com ocorréncia de Alphaproteobacteria no controle. No tratamento a

70°C, houve reducdo de Alphaproteobacteria e ocorréncia da classe Bacilli. O
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gendtipo SOL também exibiu predominancia de Gammaproteobacteria em todos os
tratamentos. No controle, foi identificada maior diversidade em comparagcdo ao
controle dos outros gendétipos, com ocorréncia de Alphaproteobacteria, Actinobacteria,
Bacilli e Acidobacteriae. No tratamento a 60°C, houve maior ocorréncia de
Actinobacteria e Alphaproteobacteria, enquanto no tratamento a 70°C foram

identificadas Actinobacteria, Alphaproteobacteria e Bacilli.

No nivel taxonémico de ordem (Figura 11A), os tratamentos DKB Controle e
60°C apresentaram resultados semelhantes, com predominancia de Burkholderiales
e Xanthomonadales, além da ocorréncia de Enterobacterales e Rhizobiales. O
tratamento 70°C mostrou predominancia marcante de Bacillales, seguido de
Paenibacillales, Micrococcales, Rhizobiales, Enterobacterales e Ktedonobacterales,
reduzindo significativamente a ocorréncia das ordens predominantes nos tratamentos
controle e 60°C. Para o genétipo SHS, observou-se predominéncia de Burkholderiales
e Xanthomonadales em todos os tratamentos, com ocorréncia de Rhizobiales e
Enterobacterales no controle. No tratamento a 70°C, foi registrada uma consideravel

ocorréncia de Bacillales e presenca de Paenibacillales.

O cultivar SOL, de forma semelhante ao SHS, apresentou predominancia de
Burkholderiales em todos os tratamentos. No controle, observou-se alta ocorréncia de
Xanthomonadales, seguida por Micrococcales, Rhizobiales e Enterobacterales. No
tratamento a 60°C, houve reducao de Xanthomonadales e aumento de Micrococcales,
além da presenca de Enterobacterales e Rhizobiales. Ja no tratamento a 70°C,
Xanthomonadales nao foi mais detectado, sendo observadas as ordens

Micrococcales, Enterobacterales e Rhizobiales.
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No nivel taxonémico de familia, o cultivar DKB apresentou, nos tratamentos
controle e 60°C, predominancia da familia Burkholderiaceae, seguida por
Rhodanobacteraceae e menor ocorréncia de Enterobacteriaceae. No tratamento DKB
70°C, observou-se predominancia das familias Bacillaceae e Paenibacillaceae, com

ocorréncia adicional de Microbacteriaceae, Planococcaceae, Enterobacteriaceae e
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Beijerinckiaceae. Houve reducao significativa das familias Burkholderiaceae e
Rhodanobacteraceae. Para o cultivar SHS, todos os tratamentos apresentaram
predominancia das familias Burkholderiaceae e Rhodanobacteraceae, sendo que o
tratamento 70°C também mostrou a presenca das familias Planococcaceae e

Paenibacillaceae.

O cultivar SOL exibiu predominancia de Burkholderiaceae em todos os
tratamentos. No controle, foram observadas as familias Rhodanobacteraceae e
Microbacteriaceae. No tratamento 60°C, ocorreu reducao de Rhodanobacteraceae e
aumento de Microbacteriaceae, além da presenca de Enterobacteriaceae e
Beijerinckiaceae. No tratamento 70°C, observou-se redugdo das familias
Microbacteriaceae, Enterobacteriaceae e Beijerinckiaceae, e a familia
Rhodanobacteraceae nao foi mais detectada, diferentemente dos tratamentos

anteriores.

O heatmap (Figura 12) apresenta a abundancia relativa dos géneros
bacterianos. O gradiente de cores indica o percentual de abundancia relativa, sendo
o azul-escuro representativo da menor abundancia (0,01%) e o vermelho da maior
abundancia (10%). Para o genétipo DKB, os géneros dominantes no controle foram
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia, seguidos por outros géneros em menor
abundancia, como Dyella, Klebsiella e Massilia. Observou-se reducao na diversidade
bacteriana quando as sementes foram tratadas a 60°C, restando apenas alguns
géneros com baixas abundancias relativas, como Hyphomicrobium e Serratia, porém
com aumento de Klebsiella. No tratamento 70°C, houve aumento dos géneros Bacillus
e Paenibacillus, além de um leve incremento em outros géneros, como Pseudolabrys,
Terracidiphilus, Rhizobium e Pseudomonas. Os géneros Burkholderia-Caballeronia-

Paraburkholderia e Dyella apresentaram redugao expressiva.

Para o genétipo SHS, o género Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia foi
altamente abundante no controle, enquanto Dyella, Klebsiella, Hyphomicrobium e
Serratia ocorreram em menores quantidades. A diversidade diminuiu
significativamente no tratamento 60°C, com predominancia de Burkholderia-
Caballeronia-Paraburkholderia e Dyella, e um leve aumento do género

Alicyclobacillus. No tratamento 70°C, Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia e
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Dyella permaneceram predominantes, com aumento do género Paenibacillus. O

gendtipo SOL apresentou maior abundancia relativa dos géneros Burkholderia-

Caballeronia-Paraburkholderia e Curtobacterium em todos os tratamentos. No

tratamento 60°C, observou-se reducdo na diversidade e na abundancia do género

Dyella, que havia sido altamente abundante no controle. Os géneros Luteibacter,

Methylobacterium-Methylorubrum, Hyphomicrobium e Rhodopila apresentaram

aumento a 60°C em relacao ao controle. No tratamento 70°C, verificou-se reducao
Klebsiella

dos

acompanhada de aumento do género Alicyclobacillus.
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Figura 11. Abundancia relativa das comunidades bacterianas no solo rizosférico de plantulas
de milho cultivadas em condi¢gdes axénicas, nos niveis taxondmicos de ordem (A) e familia
(B), para cada genétipo e tratamento.
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Figura 12. Abundancia relativa dos géneros bacterianos em sementes de milho. A intensidade
das cores representa o percentual de abundancia relativa de cada género, sendo que cores
mais quentes indicam maior abundancia (vermelho: alta abundancia; azul: baixa abundancia).

taphyoEoccus-

A analise de heat tree fornece uma visualizagao detalhada das mudancas na
comunidade microbiana, auxiliando na compreensao de como a termoterapia afeta os
filétipos bacterianos das sementes de milho. Os nés representam as ASVs, cujo

tamanho e cor indicam sua abundancia relativa e significancia. As conexdes ilustram
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as relagdes entre diferentes ASVs. Todos os genoétipos apresentaram alteragdes em
ASVs especificas, reforcando a mudanga na composi¢cao da comunidade bacteriana
das sementes em cada gendtipo e tratamento estudado (Figuras 13, 14 e 15). A
cultivar SOL exibiu a maior resiliéncia de sua comunidade bacteriana inicial a
termoterapia, enquanto o genédtipo DKB demonstrou uma comunidade bacteriana
inicial com maior sensibilidade ao tratamento a 70°C, apresentando um aumento
expressivo na diversidade bacteriana. A reorganizagao substancial da comunidade
microbiana indica que temperaturas elevadas podem induzir mudangas abrangentes,
favorecendo taxons termofilicos. As comunidades bacterianas do genoétipo SHS
apresentou sensibilidade moderada a termoterapia. As mudang¢as em diversidade
registrada entre todos os genétipos e tratamentos podem ser comparadas na Figura
S2.
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968 Figura 14. Matriz de heat tree do cultivar SOL sob tratamento controle e térmico, em
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Figura 15. Matriz de heat tree do cultivar DKB sob tratamento controle e térmico, em
comparagdes pareadas. Os ramos marrons ou azuis sdo estatisticamente significativos para
o respectivo tratamento indicado pelas legendas marrons ou azuis.

A analise de predicao funcional utilizando o PICRUSt2 revelou alteragdes
significativas no potencial metabdlico das comunidades bacterianas da rizosfera dos
trés gendtipos de milho avaliados apés a termoterapia das sementes. O heatmap de
abundancia relativa das vias metabdlicas (Figura 16A) evidenciou que o tratamento
térmico induziu mudangas substanciais na composi¢ao funcional predita, com efeitos
distintos entre os genétipos DKB (transgénico), SHS (hibrido comercial) e SOL
(crioulo).
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As vias de biossintese de aminoacidos apresentaram respostas complexas a
termoterapia. A superpathway de biossintese de L-aspartato e L-asparagina mostrou
reducao na abundancia relativa nos tratamentos a 60°C e 70°C para todos os
gendtipos, sendo esse efeito mais pronunciado em DKB. Em contraste, as vias
relacionadas a biossintese de aminoacidos aromaticos mantiveram-se relativamente
estaveis no genétipo crioulo SOL, enquanto apresentaram declinio nos genétipos
comerciais. As vias associadas a biossintese de arginina e poliaminas — incluindo L-
arginina, L-citrulina e L-ornitina — exibiram maior resisténcia a termoterapia no
genotipo SOL, sugerindo que as bactérias associadas as sementes crioulas possuem
maior capacidade de manutencao dessas fungdes metabdlicas sob estresse térmico.

O metabolismo energético apresentou alteragdes marcantes em resposta aos
tratamentos térmicos. A via de glicodlise Ill mostrou redugéo progressiva com o
aumento da temperatura, sendo mais acentuada a 70°C em todos os gendtipos. A
fermentacdo homolactica apresentou o padrao inverso, com aumento relativo nas
amostras tratadas por termoterapia, especialmente nos gendétipos DKB e SHS,
indicando possivel selecao de bactérias fermentativas termotolerantes. As vias do
ciclo de Calvin—-Benson—-Bassham apresentaram forte redugdo nos tratamentos

térmicos, sugerindo perda de bactérias autotroficas sensiveis ao calor.

As vias de degradacao mostraram respostas heterogéneas a termoterapia. A
degradacdao de D-arabinose apresentou enriquecimento nos tratamentos a 60°C,
particularmente em SHS, mas declinio a 70°C. A degradac¢ao de creatinina manteve-
se relativamente estavel no gendétipo SOL, enquanto diminuiu nos demais genétipos.
As vias de degradagao de compostos xenobidticos, incluindo 4-hidroxifenilacetato e
compostos clorados, mostraram maior persisténcia no gendétipo crioulo, sugerindo a

presenca de bactérias com capacidades catabdlicas especializadas.

A analise de componentes principais (PCA) (Figura 16B) revelou uma
separacgao clara entre os tratamentos no espaco funcional, com o PC1 explicando 28%
e o PC2 explicando 14,2% da variancia total. O primeiro componente principal
distinguiu nitidamente as amostras controle das amostras tratadas por termoterapia,

indicando que a temperatura foi o principal fator determinante da estrutura funcional
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da comunidade. As amostras controle de todos os genoétipos agruparam-se a direita
do grafico, apresentando maior homogeneidade e diversidade de vias biossintéticas.

Os tratamentos a 60°C ocuparam posigcao intermediaria no espaco funcional,
caracterizando um estado de transicéo entre a estabilidade observada nos controles
e a dissimilaridade acentuada a 70°C. O genétipo SOL apresentou menor dispersao
a essa temperatura, sugerindo maior estabilidade funcional da comunidade bacteriana
associada. Ja os tratamentos a 70°C concentraram-se no lado esquerdo do PC1,
apresentando maior dispersdo dos pontos e ampla variacdo nas densidades
marginais, o que indica que o calor intensificou a variabilidade funcional entre réplicas

e reduziu a coesao funcional da comunidade.

O segundo componente principal (PC2) evidenciou diferencas relacionadas aos
genotipos. O gendtipo crioulo SOL distribuiu-se preferencialmente na porg¢ao superior
do grafico, o hibrido SHS em posi¢cao intermediaria e o transgénico DKB na porcéao
inferior, refletindo assinaturas funcionais distintas entre os microbiomas rizosféricos.
Essa separagdo genotipica sugere que as caracteristicas genéticas da planta
hospedeira influenciam fortemente o potencial funcional microbiano, mesmo em

condicdes axénicas.

Em sintese, o PCA demonstra que a termoterapia promoveu reestruturacéo
funcional dependente da temperatura e do genétipo, sendo o calor o principal agente

modulador e o gendtipo crioulo o mais resistente as alteragdes funcionais induzidas.
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Figura 16. Heatmap das vias metabdlicas preditas a partir da analise funcional pelo
PICRUSt2, mostrando o potencial metabdlico das comunidades bacterianas dos gendtipos
DKB, SHS e SOL de milho sob diferentes temperaturas de termoterapia das sementes
(controle, 60°C e 70°C). As cores representam valores de Z-score padronizados, indicando o
nivel relativo de abundancia funcional de cada via (azul: menor abundancia; vermelho: maior

abundancia).

'
]
'@
‘
]
®
™
'
i ®
® !
;
'
10 '
'
1
1
'
|
|
= '
2 i
N 1
P i
= i
§ '
P '
P N e
e ©°8 '
P
. 1
'
e )
o ]
i
-10
20 [] 20 40
PC1(28%)

Treatments

LK X N N J

DKB 60
DKB 70
DKB C
SHS 60
SHS 70
SHS C

® SOL 60

SOL 70
SOL C

Figura 17. Analise de componentes principais (PCA) baseada na predicdo funcional das
comunidades bacterianas dos genétipos DKB, SHS e SOL de milho submetidos a

termoterapia das sementes (controle, 60°C e 70°C).
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Perfil fisiologico e metabdlico das comunidades microbianas

O desenvolvimento médio da cor do pogo (AWCD) (Figura 18) reflete a
atividade metabdlica total das comunidades bacterianas na Ecoplaca Biolog.
Observou-se um aumento progressivo do AWCD ao longo do periodo de incubacao,
indicando crescimento microbiano ativo e utilizagdo gradual das fontes de carbono
(Figura 1). Entre os gendtipos avaliados, o milho crioulo (SOL) apresentou os maiores
valores de AWCD em todos os tempos de incubacgao, seguido pelo hibrido comercial
(SHS), enquanto o gendétipo transgénico (DKB) exibiu os menores valores,

principalmente apds 70 horas de incubacéo.

No tratamento controle, o genétipo SOL alcangou a maior taxa de aumento do
AWCD, atingindo valores superiores a 1,5 em 116 horas, demonstrando alta
capacidade metabdlica e diversidade funcional. O tratamento a 60 °C manteve
desempenho semelhante, enquanto a termoterapia a 70 °C reduziu moderadamente
a atividade, embora o SOL 70 ainda tenha superado todos os demais gendétipos. Ja
os gendtipos SHS e DKB apresentaram reducdes expressivas no AWCD com o
aumento da temperatura, evidenciando sensibilidade funcional ao calor. Esses
resultados indicam que a microbiota associada as sementes crioulas apresenta maior

tolerancia térmica e flexibilidade metabodlica frente ao estresse.
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Figura 18. Desenvolvimento médio da cor do pogo (AWCD) na Ecoplaca Biolog™ ao longo
do tempo de 116 horas para as comunidades bacterianas associadas as sementes de milho
de gendtipos contrastantes sob diferentes tratamentos térmicos.

A analise de componentes principais (PCA) (Figura 19) revelou separacgéao clara
entre os tratamentos térmicos e genétipos, explicando 75,5% (PC1) e 7,7% (PC2) da
variabilidade total dos dados. As amostras do gendtipo SOL (controle e 60 °C)
agruparam-se na regiao superior direita, associadas a elevada atividade metabdlica e
consumo diversificado de substratos. O hibrido SHS ocupou posicao intermediaria,
com leve dispersao entre os tratamentos. Por outro lado, as amostras do gendtipo
DKB, especialmente sob 70 °C, concentraram-se na por¢ao inferior esquerda do
grafico, indicando perda de fungdes metabdlicas e baixa diversidade de consumo.
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Figura 19. Anadlise de Componentes Principais (PCA) da evolucdo metabdlica das
comunidades bacterianas ao longo do tempo de incubacgéo. Os dois primeiros componentes
principais (PC1 = 75,5% e PC2 = 7,7%) explicam a maior parte da variabilidade observada. A
distribuicdo dos pontos evidencia diferengas entre genétipos e efeitos do tratamento térmico.

A analise do consumo total agregado por classe de substratos apds 116 horas
(Figura 20) revelou diferencas significativas entre gendétipos e tratamentos térmicos.
As comunidades associadas ao genétipo SOL demonstraram maior capacidade de
degradacao e assimilacao de carboidratos, acidos carboxilicos e aminas/amidas, tanto
no controle quanto sob termoterapia. O tratamento SOL 60 apresentou consumo
expressivo de polimeros e compostos fendlicos, sugerindo manutencdo da

versatilidade metabdlica mesmo sob aquecimento moderado.

O gendtipo DKB apresentou os menores valores em quase todas as classes,
destacando-se pela baixa oxidacdo de carboidratos e compostos fendlicos,
principalmente a 70 °C. O hibrido SHS exibiu perfil intermediario, com redugao gradual
do consumo a medida que a temperatura aumentou. Os dados indicam que o calor

intenso restringe a capacidade catabodlica microbiana, afetando preferencialmente
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pode ser atribuido a selecado de grupos microbianos com metabolismo mais restrito,

capazes de sobreviver, mas com desempenho funcional limitado.
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Figura 20. Consumo total de substratos separado por classes funcinais apos 116 horas de
incubacgao na Ecoplaca Biolog™. Letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O perfil de consumo das 31 fontes de carbono testadas na Ecoplaca Biolog™

apos 116 horas de incubacéo revelou diferencgas significativas entre os genoétipos e os
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tratamentos térmicos, refletindo o impacto da termoterapia sobre a amplitude
metabdlica das comunidades bacterianas associadas as sementes (Figura 21). O
padrao de cores do heatmap, variando de tons claros (baixo consumo) a tons intensos
de vermelho (alto consumo), evidenciou a diferenga na utilizagao dos substratos entre

as amostras.

Nos tratamentos controle, os gendtipos crioulos (SOL) apresentaram os
maiores niveis de oxidacado para a maioria dos substratos, especialmente para a-
cyclodextrina, a-D-lactose, D-galacturénico, glucose-1-phosphate, putrescina e L-
arginina. Esses compostos estdo associados a vias metabdlicas de hidrélise de
polimeros complexos, metabolismo energético e ciclos de nitrogénio, indicando alta
diversidade funcional e presenca de microrganismos com ampla capacidade
enzimatica. Além disso, o consumo expressivo de D-glucosamina e D-mannitol sugere
atividade de bactérias capazes de metabolizar acucares derivados de
exopolissacarideos e componentes estruturais da parede celular vegetal, o que pode

refletir uma adaptacao ecolégica ao ambiente da rizosfera.

No tratamento SOL 60, a intensidade de consumo manteve-se elevada para a
maioria dos substratos, com destaque para compostos como beta-methyl-D-
glucoside, D-galacténico acid y-lactone, pyruvic acid methyl ester e Tween 40,
indicando resiliéncia metabdlica ao aquecimento moderado. Esse perfil sugere que a
termoterapia a 60 °C ndao comprometeu significativamente a funcionalidade da
comunidade microbiana associada as sementes crioulas, possivelmente por

selecionar populagées termotolerantes com metabolismo ativo.

Em contrapartida, o tratamento SOL 70 apresentou discreta redugcdo na
intensidade geral de consumo, porém ainda manteve elevada oxidagao de substratos
energéticos e de compostos do tipo carboxilico e fendlico, como D-malico e 4-
hidroxibenzdico, o que sugere a persisténcia de microrganismos catabolicamente
versateis capazes de sustentar a atividade metabdélica mesmo sob estresse térmico

elevado.

Para o gendétipo SHS, o padrao de consumo foi intermediario, com maior
atividade nos tratamentos controle e 60 °C, particularmente em substratos como D-

galacturdnico, D-glucosamina e glicogénio. No entanto, observou-se reducéao
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acentuada a 70 °C, refletindo sensibilidade da comunidade microbiana a alta
temperatura e possivel perda de diversidade funcional. Esse declinio & coerente com
a diminuicdo do AWCD observada nas analises anteriores, reforgcando a influéncia

negativa do calor sobre a capacidade catabdlica dessas comunidades.

O gendtipo DKB exibiu o padrdo mais restrito de consumo entre todos os
gendtipos. No tratamento controle, poucas vias mostraram oxidacéao significativa, com
destaque para L-asparagina e L-serina, enquanto os substratos mais complexos
permaneceram pouco utilizados. A 60 °C, houve leve estimulo no consumo de alguns
acgucares simples, mas a 70 °C observou-se uma drastica redugéo na intensidade
global, com coloracdo predominantemente amarelada no mapa, indicando baixa
atividade metabdlica e perda da diversidade funcional. Esse comportamento sugere
que a termoterapia intensa causou forte selecdo microbiana, favorecendo grupos com

metabolismo restrito ou reduzida capacidade de crescimento sob estresse.

De forma geral, o heatmap evidencia que as comunidades bacterianas
associadas as sementes crioulas (SOL) apresentaram maior amplitude e estabilidade
funcional frente a termoterapia, enquanto as associadas aos genoétipos comerciais
(SHS e, principalmente, DKB) demonstraram reducao expressiva na capacidade de
consumo de substratos com o aumento da temperatura. Esse resultado reforca a
hipétese de que os microbiomas associados a sementes de origem tradicional
mantém um repertério funcional mais diverso e resiliente, capaz de sustentar a

atividade metabdlica mesmo sob condi¢des adversas.
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Figura 21. Perfil de consumo de substratos especificos pelas comunidades bacterianas
associadas as sementes de milho apés 116 horas de incubacao.

Ensaio de inoculagdao de comunidades em casa de vegetagao

Foram avaliados os parametros biométricos: comprimento da parte aérea,
comprimento radicular, peso fresco da parte aérea e radicular e peso seco da parte
aérea e radicular, calculados por planta de acordo com o numero de plantas
germinadas (g/planta). Apenas o genétipo SHS tratamento 60°C apresentou diferenca
estatistica significativa, quando inoculado com sua respectiva comunidade microbiana
proveniente da Ecoplaca, com incremento do peso fresco de 67,8% (Figura 22A),
enquanto o peso seco radicular apresentou um incremento de 69,2% (Figura 22B). Os
outros tratamentos e gendétipos nao apesentaram diferenca estatistica significativa

quando inoculados.
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Figura 22. Parametros biométricos de plantas crescidas em casa de vegetacao, inoculadas
com suas respectivas comunidades crescidas no ensaio de Ecoplaca Biolog™. Peso Fresco
Radicular de SHS (A) e Peso Seco Radicular de SHS (B). Letras iguais ndo apresentam
diferenca significativa entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR)

Os resultados de expressao génica das raizes das plantulas dos diferentes genétipos,
tratadas ou ndo por termoterapia mostrou que no genétipo DKB (Figura 23A), a 60 °C observa-
se expressao préoxima ao basal para a maioria dos marcadores, com discreta inducao de
aquaporina (Aqua) e giberelina/biossintese GA (Giber). Ja no tratamento de 70 °C ocorre um
padrao mais dirigido: Aqua tem forte indugao (pico ~6—7x), Srox aumenta de forma moderada
(~3%), enquanto Giber, Indol/auxina, Gid e Early ficam préximas ao basal ou levemente
reprimidas. Apos a termoterapia das sementes, as plantas do genétipo DKB privilegia o ajuste
hidraulico (aquaporinas) e defesa/redox (SROX), com pouca ativagdo de vias hormonais de

crescimento.

No genétipo SOL (Figura 23B), tratado a 60 °C, todos os marcadores ficam préximos
a 1-1,5x, sugerindo estabilidade. No tratamento a 70 °C aparece uma resposta pontual muito
intensa de Giber (pico ~7—8x), acompanhada por leve aumento de Gid. Em contrapartida,
Aqua e Srox sao reduzidos para valores abaixo do basal. Indol e Early permanecem baixos.
Esse perfil indica que, apds o tratamento de termoterapia das sementes de SOL, as plantulas
desse gendtipo usam sobretudo a sinalizacdo de giberelinas e mantém reprimidos ajustes
hidraulicos/ROS.

As plantulas do genétipo SHS apresentaram aumentos coordenados em Srox, Aqua e
Giber (~1,5-2,5x%) no tratamento a 60 °C (Figura 23C). Ja no tratamento a 70 °C, varios
marcadores sobem simultaneamente: Indol (~4x), Early (~3x), Srox (~3x) e Aqua (~2—-3x),
com Gid e Giber em niveis moderados. O perfil sugere uma estratégia multieixo (auxina,
aquaporinas, redox e genes de resposta precoce), compativel com plasticidade, porém

energeticamente custosa.
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Microscopia eletronica de varredura (MEV) das sementes

Utilizando imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV), € possivel
observar o padrao de colonizagcédo bacteriana das sementes pré-germinadas por 48
horas, tanto na regido de emergéncia da radicula quanto no pericarpo da semente
(Figuras 18, 19 e 20). O cultivar SHS controle apresentou grande numero de células
bacterianas fusiformes ao longo do pericarpo, além da presenga de cocos no
pericarpo e na radicula (Figura 18). No tratamento a 60°C, observa-se a presenca de
bactérias em forma de bastonete, formando aglomerados bacterianos e cocos no
pericarpo e na radicula, com formacgao de biofilme bacteriano. No tratamento a 70°C,
a formacao de biofilme é ainda mais intensa, e também sdo observadas células
bacterianas em forma de cocos, embora em menor quantidade em comparacéo aos

tratamentos anteriores.
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Figura 18. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrando a colonizacao
bacteriana em sementes pré-germinadas do genétipo SHS. A: Controle, B: 60°C, C: 70°C; 1:
Radicula, 2: Pericarpo. As células bacterianas, aglomerados e biofilmes estao indicados com
asteriscos. Barras de escala: A1, A2, B1,B2,C1e C2=20um; A, B, C=1 mm.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) do cultivar DKB
mostraram colonizag¢éo intensa em todos os tratamentos, com a presenca de cocos e
células fusiformes (Figura 19), além da formacédo de biofilme bacteriano nos
tratamentos a 60°C e 70°C. O cultivar SOL apresentou maior diversidade bacteriana,
com a presenca de cocos, bactérias em forma de bastonete e células fusiformes
(Figura 20). Nos tratamentos a 60°C e 70°C, também foram detectadas hifas fungicas,
acompanhadas de reducao da populacao bacteriana a medida que as temperaturas

aplicadas aumentaram.
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Figura 19. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrando a colonizagao
bacteriana em sementes pré-germinadas do genétipo DKB. A: Controle, B: 60°C, C: 70°C; 1:
Radicula, 2: Pericarpo. As células bacterianas, aglomerados e biofilmes estdo indicados com
asteriscos. Barras de escala: A1,B1,B2e C1=20 um; A2e C2=100 um; A,B,C =1 mm.
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Figura 20. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostrando a colonizagao
bacteriana em sementes pré-germinadas do genétipo SOL. A: Controle, B: 60°C, C: 70°C; 1:
Radicula, 2: Pericarpo. As células bacterianas, aglomerados e biofilmes estdo indicados com
asteriscos. Barras de escala: A1,B1,B2e C1=20 um; A2e C2=100 um; A,B,C =1 mm.

DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo comparar o efeito dos tratamentos
térmicos a 60°C e 70°C sobre a comunidade bacteriana associada as sementes de
milho provenientes de gendtipos contrastantes (crioulo, hibrido comercial e
geneticamente modificado). Os resultados reforcam as diferencas entre as
comunidades bacterianas de genétipos distintos de uma mesma cultura e mostram

como essas comunidades respondem de forma diferenciada a estresses abibticos,
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como a temperatura, um fator importante a ser considerado em estudos voltados as

mudangas climaticas.

Os resultados do teste bioquimico de tetrazélio e do teste de germinagao
revelam informagbes significativas sobre o impacto da termoterapia na vigor e
viabilidade das sementes de diferentes gendétipos de milho. Wagas et al. (2021)
reforcam que diferentes cultivares de milho apresentam variacdo genética que
influencia a resposta das plantas ao estresse térmico. Segundo Tas (2022), altas
temperaturas podem afetar negativamente processos fisiolégicos cruciais, como o
vigor e a germinagao das sementes, efeito que pode ser atribuido a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais causam danos as membranas celulares

e degradacao de proteinas (Djalovic et al., 2024).

No entanto, Djalovic et al. (2024) relatam que gendétipos de milho
geneticamente modificados podem apresentar maior tolerancia ao estresse térmico,
devido a producgao de fatores e proteinas de choque térmico. Casaretto et al. (2016)
compararam a expressao génica em linhagens de milho transgénico e nao transgénico
sob estresse térmico, observando que a superexpressao do gene OsMYB55 mitigou
os efeitos do estresse abidtico nas linhagens transgénicas. Além disso,
microrganismos associados as plantas, como bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPB), podem atenuar os efeitos negativos do estresse térmico e hidrico,
por meio da producéo de exopolissacarideos (EPS), da redugao dos niveis de ROS,
da regulacao osmética e da formacao de barreiras fisicas que retém umidade (Bhagat
et al., 2021).

Observou-se uma redugcéo na densidade bacteriana dos trés gendétipos de
milho com o aumento das temperaturas aplicadas nos tratamentos térmicos. No
estudo de Santos et al. (2021), apds a desinfeccao de sementes de milho SHS com
1,25% de hipoclorito de so6dio, houve reducado nas populagbes bacterianas,
especialmente do género Burkholderia, resultando em queda no percentual e na taxa
de germinacao. Com a reconstituicao parcial da microbiota das sementes, os autores
observaram aumento significativo nos parametros de germinacao, atingindo niveis

semelhantes ao controle.

54



1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288

1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299

1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311

De forma semelhante, Cui et al. (2022) relataram que o tratamento térmico a
seco de sementes de pepino suprime a ocorréncia de fungos e bactérias. Foram
testadas temperaturas de 60, 70, 80, 90 e 100°C, com tempos de exposicdo de 2 a 12
horas, e observou-se que o tratamento a 70°C por 4 horas foi o mais eficaz para
inativar microrganismos sem comprometer a germinagao. Da mesma forma, Kurniasih
et al. (2020) reportaram reducao de 99,38% da bactéria fitopatogénica Burkholderia

glumae em sementes de arroz tratadas a 55°C por 5 horas, sem afetar a germinacao.

A atividade microbiana, quantificada pelo método de hidrélise do FDA, mostrou
forte correlagdo com a quantificacdo bacteriana em meio de cultura. A populagao
microbiana cultivavel do solo do gendtipo SOL foi superior a do DKB, assim como a
atividade microbiana registrada. No entanto, no gendtipo SHS, observou-se o
comportamento inverso: enquanto a populacdo cultivavel diminuiu no tratamento a
60°C, a atividade microbiana foi elevada. Esse fendmeno pode ser explicado pela
dinamica bacteriana sob estresse e competicdo ambiental, em que as bactérias
podem entrar em um estado viavel, mas nao cultivavel (VBNC). Morawska & Kuipers
(2022) descreveram essa capacidade adaptativa em Bacillus subtilis, que sob
estresse osmotico entra em estado dormente, tornando-se tolerante a canamicina,

durante o qual as células ndo sao cultivaveis, mas permanecem viaveis.

A analise de PCoA demonstra que a termoterapia altera as comunidades
bacterianas das sementes de milho entre diferentes gendétipos, especialmente no
gendtipo transgénico DKB. Os agrupamentos distintos observados nos graficos
sugerem que o microbioma de cada genétipo responde de forma particular ao estresse
térmico, o que pode estar relacionado a diferengas intrinsecas na composigcéao
microbiana das sementes (Wolfgang et al., 2020) e influenciar sua resilié€ncia ou
suscetibilidade as variagdes de temperatura. Morales Moreira et al. (2021) analisaram
cinco linhagens e duas geragbes de trigo, canola e lentilha, relatando que as
comunidades bacterianas epifiticas de sementes variaram entre as linhagens,
especialmente em trigo (28,37%). A diversidade beta entre linhas parentais foi de
73,84%, enquanto entre as progénies foi de 41,43%, evidenciando a influéncia do

melhoramento genético na diversidade bacteriana das sementes.
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A predominancia do género Burkholderia em sementes de milho ja havia sido
relatada por Santos et al. (2021), que descreveram sua influéncia positiva na
germinacao, mobilizacdo de reservas e crescimento de plantulas. O género Dyella
também foi dominante neste estudo, sendo conhecido por caracteristicas promotoras
de crescimento vegetal. Dominguez-Castillo et al. (2021) isolaram cinco bactérias dos
géneros Dyella, Luteimonas, Enterobacter, Paraburkholderia e Bacillus de solos
rizosféricos de pinheiros, observando que Dyella sp. SD2037TM e Enterobacter sp.
SD330TM apresentaram os melhores resultados na producao de auxina e giberelina,

além de solubilizagao de fosfato.

O aumento de bactérias gram-positivas formadoras de esporos, como Bacillus
e Paenibacillus, em resposta as altas temperaturas, pode trazer beneficios a saude
das plantas. Esses géneros sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades
promotoras de crescimento, incluindo fixacdo de nitrogénio (Masood et al., 2020),
solubilizacao de fésforo e zinco (Ahmad et al., 2021), producgao de quitinase (Du et al.,
2021), biossintese de auxinas (Wang et al., 2021) e producao de exopolissacarideos
(Huang et al., 2024). O aumento da abundancia relativa desses géneros em sementes
submetidas a termoterapia pode favorecer a tolerancia das plantas a estresses
bidticos e abidticos, contribuindo para melhor crescimento e produtividade sob

condi¢des adversas.

Os resultados demonstram também que a termoterapia de sementes promove
alteracdes expressivas no potencial metabdlico e na atividade funcional das
comunidades bacterianas provenientes das sementes que colonizam a rizosfera
durante a germinacdo. Essas alteracbes refletem a selecdo diferencial de
microrganismos com distintas capacidades de termotolerancia, conforme descrito em
estudos recentes sobre microbiomas de sementes expostas a estresse térmico
(Karlsson et al., 2024). A reducao na diversidade funcional esta de acordo com
evidéncias de que a termoterapia, embora eficaz no controle de patégenos, também
impacta microrganismos benéficos associados as sementes (Roméao et al., 2025).

De forma complementar, os resultados da Ecoplaca Biolog confirmam o
aumento da atividade catabodlica sob altas temperaturas, com maior consumo de

agucares, aminoacidos e compostos aromaticos nos tratamentos a 70°C. Este padrao
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implicaria a regulacao positiva de vias catabodlicas para a rapida obtencao de energia
e equilibrio redox, conforme inferido pelas vias KEGG de glicolise, fermentacéo e

metabolismo de poliaminas, previstas pelo PICRUSt2 (Wang et al., 2022).

Estudos anteriores demonstraram que o calor seleciona comunidades com
metabolismo mais dinamico, capazes de adaptar seu consumo de substrato para
aliviar o estresse abio6tico em plantas (Liu et al., 2025). A ligacao entre a funcao predita
e o resultado da Ecoplaca indicou que o potencial metabdlico das comunidades estava
relacionado a sua resposta funcional. As vias preditas de glicélise, fermentacao
homolactica e metabolismo de aminoacidos coincidiram com o aumento do consumo

de carboidratos e aminoacidos observado experimentalmente.

A conservacao das vias de degradagcdao de compostos aromaticos e
nitrogenados no gendtipo SOL é corroborada pelo maior consumo desses substratos
na Ecoplaca, indicando uma comunidade metabolicamente mais diversa. Essa
caracteristica reforgca ainda mais a nocao de que o estresse térmico muda as
prioridades dos microrganismos para a producao de energia, manutencgao das fungdes
celulares e a aquisicao de tolerancia ao estresse térmico (Ullah et al. 2025; Islam et
al. 2024). Fuggle et al. (2025), demonstraram que microrganismos termotolerantes
utilizam preferencialmente o metabolismo fermentativo e produzem osmolitos que sao

muito importantes para a estabilizacao de proteinas e membranas.

O equilibrio entre as vias biossintéticas e degradativas mostrado aqui indica
qgue o estresse térmico nao exclui os processos metabdlicos, mas causa um rearranjo
funcional em direcao a tolerancia ao calor. A maior resisténcia funcional do genétipo
SOL em comparagdo com o0s genoétipos comerciais indica que os gendtipos
tradicionais conservam uma microbiota mais resistente na presenca de estresse
térmico. Esses achados estdo alinhados com relatos de que o melhoramento de
plantas influencia a estrutura e a fungéo do microbioma vegetal (Zhang et al., 2023b).
Quando gendtipos de milho foram comparados, a microbiota a variedade crioula exibiu

maior capacidade metabdlica e tolerancia ao estresse abidtico (Romao et al., 2025).

A maior responsividade a temperatura do genétipo transgénico DKB foi
evidenciada por seu maior desvio no PCA e maior reducao nas vias metabdlicas. Essa

suscetibilidade pode ter surgido de modificacbes nos genes introduzidos durante o
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processo de melhoramento, que, mesmo que indiretamente, influenciam a selegéo e
a persisténcia de seu microbioma (Su et al., 2024). Os resultados tém implicacdes
praticas para o desenho de estratégias de manejo que reconciliem o manejo
fitossanitario com a conservacao do microbioma benéfico. A perda de funcionalidades
microbianas apo6s estresse térmico exige o desenvolvimento de protocolos que
reduzam o impacto em microrganismos promotores de crescimento. Pesquisadores
propuseram recentemente o uso de consércios de microbioma termotolerante para
inoculacdao de sementes apo6s tratamentos térmicos para recuperar funcionalidades
metabdlicas (Ulla et al., 2025).

A resiliéncia das funcionalidades bacterianas registradas nas sementes
crioulas sugere que elas podem ser usadas como fonte de microrganismos
termotolerantes para o desenvolvimento de inéculos especificos. Além do valor da
conservacao e uso de germoplasma local para a diversidade genética de plantas,
pode também ser importante para a manutencao de microbiomas funcionalmente
relevantes. No geral, os insights genémicos e fenotipicos fornecidos por este estudo
sugerem que essas variedades abrigam microbiomas metabolicamente mais ativos e
tolerantes ao estresse térmico, destacando ainda mais a relevancia desses cultivares
como um reservatorio de microrganismos de interesse biotecnolégico para o
desenvolvimento de bioinoculantes. A predicao funcional acoplada ao perfil
metabdlico confirma a ideia de que a resiliéncia do microbioma é um trago funcional
herdavel que se manifesta no nivel da interacdo planta-microrganismo (Liu et al.,
2025; Fadiji et al., 2023).

A expressao diferencial dos genes rastreados evidenciou padrdes distintos de
resposta ao calor entre os gendétipos de milho. Os niveis de expressdo indicam
diferentes estratégias de adaptacao fisiolégica e molecular que envolvem vias de
sinalizagcao hormonal, equilibrio redox e controle do balango hidrico. Um aumento
acentuado na aquaporina (Aqua) no genétipo DKB, especialmente apds o tratamento
a 70 °C, sugere um mecanismo de adaptagéo relacionado a agua e ao fluxo. As
aquaporinas sao proteinas de membrana envolvidas no transporte de agua e
pequenas moléculas, cujas expressdes sao afetadas pela seca, salinidade e
temperatura (Suslov et al., 2024). Isso sugere que, como proposto, a DKB depende

da regulagdo positiva de genes relacionados ao transporte de agua como um
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mecanismo de enfrentamento para contrapor a desidratacéo induzida pelo calor
(Abdeldaym et al., 2024). A expressao proteica regulada diferencialmente entre os
gendtipos também foi associada a plasticidade da expressao génica do gene PIP2;5

no milho, dependendo do estresse e do gendtipo (Maistriaux et al., 2024).

O genétipo crioulo SOL apresentou um perfil distinto, com forte indugéo do gene
Giber (giberelina) a 70 °C, acompanhado pela repressao de Aqua e Srox. Esse padrao
sugere que o SOL utiliza um mecanismo de tolerancia hormonal, priorizando a
sinalizacdo por giberelinas em detrimento dos ajustes hidraulicos. As giberelinas
mediam a termomorfogénese e processos de recuperacao pos-estresse associados a
promog¢ao do alongamento celular e plasticidade de crescimento ao calor (Nagar et
al., 2021). Tal processo foi recentemente descrito como um mecanismo fisiolégico de
resiliéncia que permite a planta manter o crescimento sob condi¢gbes de estresse (Jing
et al., 2023).

No gendtipo SHS, por sua vez, genes associados a auxina (Indol), giberelina
(Giber), aquaporina (Aqua), regulacao redox (Srox) e resposta precoce (Early) foram
acionados simultaneamente. Essa resposta multilateral indica alta plasticidade
fisiolégica em SHS, que é eficiente para alterar prontamente varias vias metabdlicas.
No entanto, uma resposta integrada como essa pode nao ser econémica para a planta,
o que representa um trade-off entre resiliéncia e economia de energia. A indugéo de
genes de resposta precoce, que sdo semelhantes aos genes ENOD-like, esta
envolvida na reorganizacdo mitocondrial e na eficiéncia do uso de nitrogénio, que
contribuem para o equilibrio energético sob condigcbes de estresse térmico (Lee et al.,
2024; Ntui et al., 2024).

Genes da familia SRO/RCD1 (Srox), que foram induzidos em DKB e SHS,
estdo envolvidos na regulacado redox e regulacao transcricional sob condi¢des de
estresse e sdo necessarios para proteger espécies reativas de oxigénio e manter a
estabilidade proteica (Vainonen et al., 2023; Jiang et al., 2024). O calor provoca
acumulo de ROS e altera a homeostase mitocondrial, e a ativacao de SRO representa
um mecanismo protetor de estabilizacao das fungdes metabdlicas (Selinski et al.,
2024; Dundar et al., 2025).
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A auséncia desse efeito em SOL a 70 °C pode indicar que a abordagem
mediada por giberelina diminui a necessidade de expressao génica de alto estresse
oxidativo, reduzindo os custos energéticos. Esses contrastes apresentam marcadores
moleculares especificos de gendtipo para tolerancia ao calor, o que € esperado devido
as variagdes genotipicas e fenotipicas entre os genétipos de milho. O estresse térmico
altera os equilibrios hidrico e hormonal-redox, e as plantas utilizam médulos génicos
contrastantes para manter o crescimento e a estabilidade celular (Jing et al., 2023;
Dindar et al., 2025).

CONCLUSOES

Este estudo desvendou um panorama da resposta ao estresse térmico da
comunidade bacteriana que habita sementes de milho expostas ao estresse térmico
a 60 °C e 70 °C, revelando diferengas acentuadas entre os genétipos Sol da Manha
(SOL), Santa Helena (SHS 5050) e Dekalb (DKB 177). A analise integrada de vigor
de sementes, germinacao, diversidade taxondmica da comunidade, metabolismo
bacteriano e expressao génica demonstra que a temperatura é capaz de modular a
estrutura, o funcionamento e a resiliéncia da comunidade bacteriana de maneira

dependente do gendtipo.

O gendtipo crioulo SOL apresenta maior resiliéncia funcional e de microbioma
em altas temperaturas, onde um microbioma funcionalmente mais plastico € menos
afetado pela perda de diversidade. Tal resiliéncia maior parece estar relacionada a
presenca de microrganismos com maior plasticidade fisiolégica e ao dominio de vias
metabdlicas relacionadas a biossintese de moléculas protetoras como GABA e
exopolissacarideos. Tais resultados reforcam o papel dos cultivares tradicionais como
reservatorios de microbiomas adaptados, com potencial para o desenvolvimento de

bioinoculantes termotolerantes e para estratégias de manejo agricola sustentaveis.

Em contraste, o genétipo DKB apresentou maior sensibilidade funcional a
termoterapia, com reducdo expressiva na diversidade e no potencial metabdlico,
acompanhada por forte ativacdo de mecanismos moleculares de compensag¢ao, como

0 aumento na expressao de aquaporinas e genes da familia SRO/RCD1. As respostas
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obtidas foram uma mudancga metabdlica em direcao a regulagao redox e manutencao
da agua com grandes despesas energéticas e uma provavel redugéao dos beneficios

microbianos.

O gendtipo SHS mostrou uma resposta intermediaria com grande plasticidade
que desencadeou varios mecanismos hormonais e antioxidantes, provavelmente
como um mecanismo de tolerancia de curto prazo. Embora tal plasticidade possa
melhorar a capacidade de sobrevivéncia em ambientes em mudanca, também
mostrou um provavel desequilibrio funcional das comunidades microbianas, o que
pode prejudicar o desempenho da planta no futuro préximo em cenarios de

aquecimento global.

A convergéncia entre os resultados de predicao funcional (PICRUSt2) e de
atividade catabodlica (Ecoplaca Biolog) demonstra que o calor induz uma
reprogramacao metabdlica microbiana voltada a manutencdo de energia e
homeostase celular, com predominancia de vias fermentativas e de metabolismo de
aminoacidos. Essa mudancga caracteriza o conceito de que o estresse térmico nao &
um supressor geral da fungdo do microbioma, mas sim um remodelador de suas

funcionalidades que poderia ser aproveitado em programas biotecnoldgicos.

Em conclusdo, este estudo mostra que as respostas bacterianas foram
dependentes do gendtipo, sugerindo processos coevolutivos entre plantas e seu
microbioma. Embora o método utilizado de termoterapia seja bem-sucedido na
reducao de microrganismos patogénicos, ele também altera a microbiota benéfica.
Novos protocolos de tratamento por termoterapia que combinem o uso de altas
temperaturas com reinoculagdo de comunidades benéficas poderia servir para
restabelecer as funcionalidades do microbioma, e que este tratamento também pode

promover um aumento na tolerancia das plantas ao calor.

Os resultados reforcam a ideia de que sementes crioulas devem ser mantidas
para conservar as diversidades genéticas e de microbioma como base para a
estabilidade agroecolégica em um cenario de aquecimento global. Além disso, o uso
de abordagens gendémicas, funcionais e fisiolégicas fornece uma nova perspectiva

sobre o envolvimento do microbioma de sementes na adaptacao das plantas ao calor,
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abrindo caminho para o desenvolvimento de bioinoculantes e praticas agricolas mais

sustentaveis para uma agricultura termotolerante.
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APENDICES

DKB 60 ‘DKBC

Figura S1. Grafico de pétalas comparando todos os tratamentos e todas as cultivares testadas

neste trabalho em relagéo ao numero de ASVs exclusivas e compartilhadas.
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1877  Figura S2. Matriz de heat tree para todas as comparagdes pareadas entre genétipos e
1878  tratamentos. Os ramos marrons ou azuis sao estatisticamente significativos para o respectivo
1879  tratamento indicado pelas legendas marrons ou azuis.

1880
1881
1882
1883

1884

74



1885
1886
1887

Tabela S1. Fontes de carbono da Biolog EcoPlate™ com seus respectivos grupos funcionais
e posi¢des na placa de 96 pocos, incluindo o controle (agua), segundo o catalogo do fabricante

(Catalog No. 1506).

Grupo funcional

Fonte de carbono

Posicao na placa

_ Putrescina H4, H8, H12
Amina
Feniletilamina G4, G8, G12
L-Asparagina B4, B8, B12
L-Treonina E4, E8, E12
L-Fenilalanina C4, C8,C12
Aminoacidos L-Serina D4, D8, D12
L-Arginina A4 A8, A12
Acido B-hidroxi-glicil-L-
F4, F8, F12
glutamico
B-Metil-D-glicosideo A2, A6, A10
Acido D-galacténico y-
A3, A7, A11
lactona
D-Xilose B2, B6, B10
i-Eritritol C2,Cs, C10
D-Manitol D2, D6, D10
Carboidratos i : i
N-Acetil-D-glicosamina E2, E6, E10
D-Celobiose G1, G5, G9
Glicose-1-fosfato G2, G6, G10
a-D-Lactose H1, H5, H9
D,L-a-Glicerol-fosfato H2, H6, H10
Acido D-malico H3, H7, H11
Ester metilico do acido
L B1, B5, B9
piravico
Acido D-galacturénico B3, B7, B11
] Acido y-aminobutirico
Acidos Carboxilicos E3, E7, E11
(GABA)
Acido D-glicosaminico F2, F6, F10
Acido itacénico F3, F7, F11
Acido a-cetobutirico G3, G7, G11
Acido 2-hidroxibenzoico C3, C7, C11
Fenois ,
Acido 4-hidroxibenzodico D3, D7, D11
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Tween 40 C1,C5,C9
Tween 80 D1, D5, D9
Polimeros
a-Ciclodextrina E1, E5, E9
Glicogénio F1, F5, F9
Agua A1, A5, A9

1888

1889 Tabela S2. Primers desenhados com base em sequéncias depositadas no banco de dados
1890 GenBank e sintetizados pela empresa Exxtend Biotechnology.

1o Sigla Produto do gene Acesso Sequéncia do primer (5'-3')
Giber Gibberellin-regulated protein NM_001301603.1 F': ggg:gggiggggﬁ%ﬁgg%
Early Early responsive to dehydration protein | NM_001114650.2 ;:: g;g&%%%%ﬁ@ﬁg%gﬁ%
Gid Gibberellin receptor GID1L2 NM_001156762.2 FRTigéi'l(': gggig’g?g?r;gﬁ%G
Indol Indole-3-acetaldehyde oxidase NP_001105309.2 FRC/;AAGA'I? C? gc? é: ::‘ fg éA‘ gﬁ?
Srox | SOD Superoxide dismutase [Cu-Zn] | NM_001320832.1 Lo SAASEITE COACASEL
a0 Aqua Aquaporin pip1-5 NM_001111661.1 ;:: %’ng;&%TAAgATfCTTT :Aizig%
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