A MAIORIA INVISIVEL
QUE NOS GOVERNA!

CRISTINA MARIA NOBRE SOBRAL DE VILHENA DA CRUZ HOUGHTON




UMA MAIORIA DESCONHECIDA

Os microrganismos sao a maioria invisivel na
Terra e compreendem uma grande parte da
diversidade genética da vida.




A MAIORIA INVISIVEL ...

% do total de espécies conhecidas

Wilson Larsen et al.
2011
1992 2017

28% 1% 0.1%
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A MAIORIA INVISIVEL QUE ESTA EMTODA A PARTE

Os microrganismos encontram-se
em toda a parte e colonizam todas
as superficies.




UMA MAIORIA ORGANIZADA

Relative abundances
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Schulze et al, 2015

OTU phylum / class

® Deltaproteobacteria

@ Acidobacteria

® Chloroflexi
Actinobacteria

® Verrucomicrobia

® Bacteroidetes

® Firmicutes

o Gammaproteobacteria

® Betaproteobacteria
® Alphaproteobacteria
» Other / unknown

Os

microrganismos

formam

comunidades diversas e complexas -
os microbiomas.



MICROBIOMA | RELACAO E ESTRUTURA

ABORDAGENS

Ecologica Reducionista

O conhecimento da estrutura e funcio dos

g microbiomas é essencial para o conhecimento da vida
v e da ecologia
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MICOBIOMA | INTEGRAGAO DE SABERES

ABORDAGENS

Ecologica Reducinoista
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1| requer a integracao de abordagens
g ecologicas e reducionistas em ambientes
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O MICROBIOMA DO SOLO | DIVERSIDADE

Fox et al, 2020. Soil Biol Biochem.
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O MICROBIOMA DO SOLO | DIVERSIDADE

BACTERIA e FUNGI

Diagrama de Venn com as OTUs bacterianas e fungicas Unicas e compartilhadas pelas amostras do transeto BIOINVENT.
Solo de pastagens permanentes (348 locais). Analise de sequenciagao lllumina Miseq baseada em amplicoes conduzida no gene de

I6S rRNA bacteriano e na regiao ITS para fungos. Foi construida uma tabela para OTUs.

Fox et al, 2020. Soil Biol Biochem.




O MICROBIOMA DO SOLO | BIOMASSA

PLFA (nmol g ')

Bacteria

300
250 a I
200 ab
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AZ PT CH DE SE

Geographic transect

Determinagoes de PLFA.

18:2w6 - indicador de fungos saprofiticos,

16:1w5 indicador de AMF.

Diferentes letras indicam significancia a 5%. As barras representam a
media + o erro padrao (n = 3).

Adapted from Barreiro et al, 2020. Soil Biol Biochem.
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O MICROBIOMA DO SOLO | RELAGAO ESTRUTURA FUNGCAO
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PC1 (86.9 %)

Enzyme activity ==——]

Analise exploratoéria dos resultados das atividades das enzimas extracelulares do solo ( B-xylosidase, cellobiohydrolase,
N-acetylglucosaminidase and B-glucosidase) com base em PCA (348 locais).

Melo et al, umpublished data ‘ : O I




O MICROBIOMA DO SOLO | A RELEVANCIA DOS AMF

Estrutura | Funcao SOLOS

o Pouco férteis
o Pobres em matéria organica
o Muito sujeitos a erosao

AMF

Estrutura | Funcao




O MICROBIOMA DO SOLO | A RELEVANCIA DOS AMF EM ECOSSISTEMAS MEDITERRANICOS
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Abundancia de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (AMF). *** significante a 0,01%. Diferentes letras

indicam significancia a 5%. As barras representam a media = o erro padrao (n = 3).

Mahmoudi et al, under review. Biol Fert Soils.
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O MICROBIOMA DO SOLO | A RELEVANCIA DO COBERTO VEGETAL EM ECOSSISTEMAS MEDITERRANICOS

ABORDAGENS

Ecologica Reducinoista

AMF TRAITS
Low ) High

- Soil functionality +
- Ecosystem services +

Natural

AMBIENTES

Intervencionado




O MICROBIOMA DO SOLO | A RELEVANCIA DO COBERTO VEGETAL EM ECOSSISTEMAS MEDITERRANICOS

Em sistemas de baixa fertilidade, micorriza e herbivoros competem por fotossintetizados

(@

N“'HOL

Mahmoudi, et al 2020. Diversity.
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A DEGRADACAO DO SOLO | IMPACTOS NO MICROBIOMA DO SOLO

Perda de
matéria
organica

47%

DEGRADACAO DO SOLO

Compactacao
39%

O custo anual da degradacao do solo na Europa € de |5 bilices €
Graves, 2019. Nat Res.
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N fertilizer
produced

N fertilizer
applied

N
in crop

N
harvested

in food

N
consumed

-6

16

5

- 12

Marschner, 2013

O

O AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE NUTRIENTES CAUSADO PELA AGRICULTURA
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IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N

> i’“/;, j/
C. ladanifer

Parque natural da Arrabida (Natura 2000)

90 Espécies de plantas vasculares nas parcelas
0,1 % N

2%C

7 ppm P

4 kg N/ha/ano Deposicao (NH,/NOy)

O O O O O

Dias et al., 2014. Plos One.

OCO000



IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N

Dias et al., 2014. Plos One.
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IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N

40 kg N-NH,* ha'! yr-! 40A
&lis Gl Control 20 m
3 equal applications
(middle autumn, spring and summer)

Dias et al., 2014. Plos One.

80 kg N-NH,NO; ha'! yr!' EENY\,Y|
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IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N | DIVERSIDADE VEGETAL

] 2007 201 |

40

Padrao de resposta: 30
[%]
0
c
S

control = 40AN = 20
)
c
40A = 80AN T~

10

0

Control 40A 40AN 80AN
Consequéncia:

N Critical Loads deve considerar forma e quantidade
(20-30 kg N /halano — riqueza especifica)

Dias et al., 2014. Plos One. O O O Q



IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N | RISCO DE EROSAO

RISK OF SOIL
EROSION

100 1 O] Control
S A 40A
® 50 T @ 40AN high
o @ 80AN
©
B 0 +
X
£ 5 4 NH,*
8 Threshold
2 -100 +
©
3

-180 1 r=-0.804

p = 0.001
200 : : : low
-75 -25 25 75

Changes in Cistus ladanifercover

Relagao entre as mudangas no solo nu e a cobertura de Cistus ladanifer entre 2007 (primeira) e
2013 (sétima primavera da experiéncia). Os simbolos representam a média * erro padrao (n = 3).
Correlacao de Pearson calculada para as 12 parcelas experimentais.

Dias et al, 2017. LDD.
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IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N

180

-
L)
o

120 +

Root tips colonization according to
exploration types (# plant™)

O
~

Contact O
Short B
Medium

Leaf [Sr]
(ng g’ DW)
N

Cc

| I
0 -

Control 40A

40AN 80AN

Impacto da adicao de N na formc¢ao de ectomicorriza (de acordo com os tipos de exploragao: contato,
exploradores de curta e média distancia). Letras diferentes mostram significancia a 5%. Barras representam a

média * erro padrao (n = 3).

Dias et al,2017. LDD.
Ulm et al, 2017. Soil Biol Biochem.
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IMPACTOS LOCAIS DOAUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N | ECTOMICORRIZAS

10

Jr=069

® Control

log AP activity (nmol h'' g C)
10

4 5 6 4 5 6
log N activity (nmol h'* g C)

Correlagao entre a atividade enzimatica extracelular (AE) relacionada com o ciclo do N (leucina-aminopeptidase e
N-acetilglucosaminidase) e o do C (B-glucosidase, celobio-hidrolase, EA-especifica de B-glucuronidase e B-
xilosidase). A significincia é indicada com asteriscos (*** <0,001). Branco, cinza escuro EA de solo; cinza claro raiz

micorrizica

Ulm et al, 2017. Soil Biol Biochem.



IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N | FIXACAO DEN

Fixation

a Ammon.
Control [0

2__
a Denitrifi.| I -
b
14 b Fixation ° ¢ ° °°
LIS A rmon. ° ° ° e
Nitrifica.
. Denitrifi. . .

9

Relative abundance of OTUs
from N fixing bacteria genera (%)
o0 00

a a Fixation (I . o 1o .
~ 41 mm oYX\ Ammon. X o o o
3 Nitrifica.
< E:; 3l Denitrifi. ik O .
E < L VA CH PE 1.8 ST SE oL NO PA sl RH EN
E= : 2
=z gN 271 ° Ol e o o o
g ° o °° e o o o
S 80AN : ee
0 ‘ﬂ‘
Control 40A 40AN 80AN PS M VA (<] PE FL SE oL NO PA SI RH EN

Genera of bacteria

Impacto dos tratamentos na comunidade diazotrofica e na taxa de fixagdo de N (redugao de acetileno). Letras
diferentes mostram significancia a 5%. Barras representam a média + erro padrao (n = 3).

Dias et al 2017. Land Degradation and Development.

Almeida, 2019. Tese de Mestrado. O O O !




IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N | COLONIZACAO RADICULAR

TS

\' ”:A
Control

40A
40AN
80AN

A

A colonizagao das raizes por bactérias € mais deterministica no controlo
e mais estocastica nas raizes dos tratamentos que recebem N.

Martinez et al, 2015. Com pessoal.
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IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N | PIGMENTOS DO SOLO

Biocrust pigments partitioning
(mgCg’)

+N pigments .
-N pigments .

4.0
3.5
3.0
25
20
1.5
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0.5
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Prokaryotes |:|
Eukaryotes .

Both .

o o
[opion (on

D
!C
b
b

40AN 80AN

Efeito dos tratamentos na particao funcional dos pigmentos e dos microrganismos associados a sua produgao
(procarioticos, eucarioticos ou ambos). Letras diferentes mostram efeitos significativos a 5%. Barras representam a

média * erro padrao (n = 3).

Dias et al, Under Revision. Soil Biol Biochem.
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IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N

o
2 40AN ‘ ‘ Ectomycorrhizal Partnerships
ShortDi \‘ ‘ Photosynthetic N-Use Efficiency
40A \
I | Biological N Fixation
1 GO ' A Plant-Soil Cover (2007-2013)
[ee]
=
o
Z
N -
% / ‘A‘\/u
L
Jmax VedDis
80AN
Q
- Conirol
e Axis 1 (60.95%) 1.0

Analise de redundancia (RDA) sugere que apenas a dose mais alta de NH,* afetou a eficiéncia fotossintética do uso do N,
parcerias ecoldgicas planta-cobertura do solo e funcionamento do ecossistema. As varidveis explicativas representaram
80,3% da variacao.




IMPACTOS LOCAIS DO AUMENTO DA DISPONIBILIDADE DE N

ABORDAGENS
Ecologica Reducionista
NH,* DEPOSITION (kg ha"' year')
“©
ay
3 Threshold for ecosystem
f 20 > deterioration > 40
"2
LLl
- Control 40AN 40A
Z - Risk of soil erosion + 80AN
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[
(0]
>
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Dias et al, 2017. LDD.




A RELEVANCIA DO MICROBIOMA DO SOLO E DA PLANTA

Greenhouse-gas
emissions

Greenhouse-gas
emissions

Macrofauna

Meso- and
Microfauna

N-leaching

Ole)l 0]



A NUTRICAO VEGETAL EM PERSPETIVA

Rejection of the
humus theory

08X

Avristoteles 384-322 BC
Roots absorb humus

and transform it into
plant substance

BIOFERTILIZANTES
Carl Sprengel

: ,A"(_ 1838

- - Justus von Leibig

Pliny 23-79 AC et 1844 Carl Bosch and Fritz
Growing a crop of lupines Haber 1900
improves next crop

REGULADORES

Olol 10].:

> 2000 anos - BALANCO DE MASSAS



NUTRICAO VEGETAL | BIOFERTILIZANTES

LL V4
= O QUE E UM BIOFERTILIZANTE?
3
Drought

.9
QL) %
S UE - Bioestimulante etimula a nutricao das plantas, e melhora (pelo menos
Q
S uma):
§ ) Heat
O
5 o Eficiéncia na utilizagio de nutrientes / -
:% o Tolerancia ao stress abidtico

o Caracteristicas de qualidade do produto ' Cold

\ o Disponibilidade de nutrientes no solo ou na rizosfera '

>
g

Pode ser: Salt
. * microbiano (com células ou nao)
S ‘ * nao microbiano
o
a
3
< Nitrogen
o
[}
0
S
Na)
8 ‘
o . .
I Micronutrients
§ Regulamento sobre produtos fertilizantes (Resolugao legislativa do Parlamento Europeu de 27 de Marco de ) g
-é 2019) a entrar em vigor a 2022, Regulamento 2019/1009 (e substitui o 2003/2003)
N
<
- Olel 10]



INTERAGCAO SOLO - PLANTA - MICRORGANISMO

Productivty increase in tomato

Control AllGrip

SPAD

: Physiologialplant response tostress

Control AllGrip

Zinc leaf concentration

Control AllGrip

Nitrogen leaf concentration

i

Control AllGrip

Phosphorus leaf concentration

Soil microbial biomass

Control = AllGrp

Control AllGrip

Total microorganisms Bacteria Fung

=
P solubilizing bacteria Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
= Contral ® AllGrip biomass
£ [r
3
Organic P Inorganic P i
(phytate) (Tricalcium P) Control Alrip

Olo) 10]



INTERAGCAO PLANTA - MICRORGANISMO

C availability Free-living stage fungal Symbiosis stage
(gL phenotypes phenotypes
High
207 A 0.3
: * Glucose/sucrose a
| is the main C ’ ’a
ﬁ source; casein N
! . and yeast — b
0 15T ! extract are also _I':':' b
= | : the N sources o 0.2 - bc
< ! Explorer o
: * NandP g é
Z 10+ | SEaVRRgNIY é +--F------------eeeee Control plants -~
e I ke
| r— 0 _
) £ 0.1
5 4+ - _IE y + Peptone is the o
IS b main C and N .
|'5 - source
2 = | ; C availability *¥**
ol v Compact » Cscavenging s 0.0 . . . .
Low ‘ 0 5 10 15 20 25

C availability (g L' of glucose)

Ensaio de vaso com trigo (Triticum aestivum) inoculado ou ndo com Serendipita indica (n=12)

Dias, under review. Front Microbiol.
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BIOFERTILIZANTES | NA RECUPERAGAO DE SOLOS CONTAMINADOS COM FERRO

Bl Nao micorrizado [ Micorrizado

o
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C

ontrole

o
—
1

Indice Qualidade Dickson
(o=
w

o
o

Controle 2mM Fe

Contaminagao da agua e do solo com ferro ao longo do rio - ;
Paraopeba (Brasil). indica de Qualidade de Dickson (IQD) de (o .‘.. @ @
plantulas da Schinus terebinthifolius 90 dias apos a inoculagao (n=16).

Claroideoglomus etunicatum (AMF). - T

Plantagao de 100 ha.
Colodete, 2019.Tese de Doutoramento




INTERAGCAO SOLO-PLANTA-MICRORGANISMO

ABORDAGENS

Ecologica Reducionista

Natural

AMBIENTES

Intervencionado




NUTRICAO VEGETAL | BIOFERTILIZANTES

10
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o 4
5
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S 2
<
wn
0
100% 67% 67% + 67% + AMF 67% +
ConB ConB + AMF

Letras diferentes correspondem a diferengas significativas entre os tratamentos. As barras representam a média +
desvio padrao (n=3). 100% - adicao da dose de fertilizante mineral recomendada; 67% - adicao de 67% da dose de
fertilizante ~ mineral recomendada. ConB:  Consércio  bacteriano  com Bacillus  megaterium;
Bacillus pumillus; Bacillus licheniformis; Rhizobium loti; Azospirillum brasiliense; Azotobacter chroococcus. AMF:

Rhizophagus intraradices.




NUTRICAO VEGETAL | BIOFERTILIZANTES

Shoot biomass (ton ha™')

o N A o o s

100%

67%

67%+ 67%+ AMF  67% +

ConB

ConB + AMF

20'23% > Zn
in the grain

le

yor s0ils ar unab

healthy food
essary
healthy person

Nutrient-p¢
to prnduu'
with all the nec
nutrients 101 a
over 2 billion people
1 er from i ronutl 1ent
deficiencies
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INTERAGCAO PLANTA AMF




INTERAGCAO PLANTA - AMF

Gsosc

ROOT

Mecanismo explicativo para a aquisicao de N e P pelos fungos micorrizicos arbusculares
Cruz et al, 2007. Plant Physiol.
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INTERAGCAO PLANTA - AMF

120

o 100

g o ®

o

> @

~ 80— ®

5 ® o O

8 0 ® Piri

:)20 ® 9 @ o O iri

‘o] a#® 0 O s

. 3

g % ® &S & & AMF

f ol & e

P00 @ © © Root
0 : | | | i i i i
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
('>’NH,),SO, Hours
82% >N enrichment ] ' _
Sequential harvests Raizes transformadas de cenoura (Daucus carota) com Agrobacterium rhizogenes
colonizadas por Rhizophagus irregularis (AMF) ou Serendipita indica (Piri).
Cruz et al, 2018. Mycobiont.
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INTERACAO PLANTA - AMF | OUTROS MICRORGANISMOS

8.0
< 70 @ ~e~ Control
g —@-C. claroideum
=1 6.0 =@—F. mosseae
2 50 kX% ~0-Gigaspora
§ 4.0 =@ R. intraradices
= P =8 Scutellospora
S 30
oamm x%%
o] -
= 20 _—
s} 1.0 Sojl ***
= 0.0 AMF x Soil ***

Sterilized soll Non-sterilized soil

Ensaio de vaso. *** significativo a 0,01%.
Os simbolos sao a média + erro padrao (n = 6)
Dias et al, 2018.Appl Soil Ecol.
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COMUNICAGCAO ENTRE PLANTAS E MICRORGANISMOS

Exsudados celulares

sl LR Exsudados radiculares

|

< ol ) Azospirillum brasilense |
I spr ;- ) ' . (Plant Growth Promoter - PGPR)

it

OUO0®



COMUNICACAO ENTRE PLANTAS E MICRORGANISMOS | ANALISE METABOLOMICA

867 compostos identificados

-
' ' i
i \ 11 i
) 0 - N W '
v | ! 1l i1 ; ' i

FTICR-MS — Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry



COMUNICACAO ENTRE PLANTAS E MICRORGANISMOS | ANALISE METABOLOMICA

Primary Secondary
metabolites | metabolites

M| LS

b o
Organic acids ‘5 v

Amino acids : 2 Phytoalexins

Sugars | v 3 | Triterpenes
o Benzoxazinoids

)

Azospirillum brasilense
(Plant Growth Promoter- PGPR)

. _Hormones

OUO0O



AUXINAS PRODUZIDAS POR
Azospirillum brasilense

COMUNICAGCAO ENTRE PLANTAS E MICRORGANISMOS |

A estimulacao da producao de raizes secundarias por A. brasilense € mediada pela producao de auxina

- A. brasilense + A. brasilense - A. brasilense + A. brasilense
6 | || | 3.5 ! || \
a a
30 |

5 1
3 2 25
3 a o ~
O~ 4+ o=
5 £ g £ 20 -
Q .= L =
-E % 3 41 S '8
° 9 - 9 15
T v 9
S % o &
ox 21 S |
) 3 1.0

| + 0.5 1 b

M o
o R Sp245 ind
Control NAA Sp245 Sp245 + PCIB ontro P ipdc

A auxina sintética - NAA
Sequestrador de auxina - PCIB

Ferreira et al , Submitted. Front Microbiol O O ‘ @



EFEITO DAS AUXINAS NA TRANSCRICAO EM Azospirillum brasilense

A anadlise da transcriptomica de Azospirillum brasilense

439 genes diferencialmente expressos

255 = 60%
respondem diretamente a presenca de
auxina

Comparagao dos genes expressos por Sp245 e o mutante ipdC. Genes com
expressao alterada por adigao de IAA ao Sp245.
Genes com expressao alterada por adicao de IAA ao mutante ipdC.

OUO00



RESPOSTA DA PLANTA A PRODUGCAO DE AUXINAS POR Azospirillum brasilense

Darkness Light
Hypoxia
DCMU Auxin

ABA

Sucrose _-_|
Glucose

l

Innate immunity f'
RNA silencing, SA and JA, cell death
(HR), defense genes, autophagy
Pathogen infection "

Viral replication, disease development

BIOTIC \

STRESS
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RESPOSTA DA PLANTA A PRODUGCAO DE AUXINAS POR Azospirillum brasilense
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Reguladores da atividade do TORC em
células de mamiferos e de plantas.
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Second order roots
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Formagao de raizes de segunda ordem em plantulas de trigo
nao inoculadas (controlo) e inoculadas com Azospirillum
brasilense WT (Sp245) ou mutante deficiente na produgao de
acido indol-acético (ipdc).

Garcia — Mina et al 2020; submitted.
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As interagoes bidticas sao otimizadas por uma
comunicagao constante entre parceiros
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dessa linguagem comum

As fito-hormonas sao parte integrante
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MELHORES RESPOSTAS AS ALTERACOES GLOBAIS
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