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RESUMO

MATOS, Joao Pedro Campos. Me., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Mar¢co de 2026; Ecologia microbiana e aspectos funcionais de
compartimentos do sistema solo-raiz em plantulas de soja (Glycine max L.).

Orientador: Prof. Fabio Lopes Olivares. Coorientadora: Dra. Sara Sangi.

A busca por praticas agricolas sustentaveis tem destacado os microbiomas vegetais
como ferramentas estratégicas para o avango da biotecnologia. A estruturagcao
desses microbiomas resulta de um processo coevolutivo entre plantas e
microrganismos, modulado pelas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do
micro-habitat, o que torna a compreensdo dessas interacbes essencial para o
desenvolvimento de tecnologias agricolas mais eficientes. Considerando a hipo6tese
de que regides distintas da raiz e da rizosfera abrigam comunidades microbianas
diferenciadas, este trabalho avaliou a distribuicdo e a atividade bacteriana em
plantulas de soja cultivadas por 10 dias em casa de vegetacao. Foram amostrados:
solo sem influéncia radicular (BS), rizosferas da coifa-zona de alongamento (SR1) e
da zona pilifera-ramificacdo (SR2), além dos tecidos correspondentes (RT1 e RT2).
A radicula germinada in vitro também foi analisada para identificar bactérias
residentes da semente (RT0). O DNA total foi extraido e submetido ao
sequenciamento por metabarcoding (16S rRNA, regido V4, primers 515F e 806R), o
que revelou diferengcas na composicdo e na diversidade taxonémica entre os
compartimentos. O método de hidrolise do FDA apresentou maior atividade
microbiana em SR1/SR2. A contagem e a estimativa do Numero Mais Provavel
(NMP) divergiram: mais colénias em BS e SR2 e valores menores de NMP/mL
nesses mesmos compartimentos, indicando um processo de especializagdo em
direcdo ao centro do eixo. As microscopias Optica e de varredura elucidam os
compartimentos radiculares como estruturas distintas, colonizados de forma distinta.
A inoculagdo em Ecoplacas® e em meios seletivos apontou diferengas no uso de
nutrientes e de fontes de carbono pelas comunidades, indicando um metabolismo
diverso. A expressao génica diferencial de transcritos envolvidos na interagao
microrganismo-planta, identificou regulacdo distinta entre R1-R2 possivelmente
capaz de influenciar no estabelecimento de comunidades microbianas adjacentes

orientadas a diferentes nichos e fungdes. Os resultados confirmam a hipétese de



compartimentalizacao do microbioma rizosférico e reforcam sua potencial aplicacao
na prospeccdo de microrganismos e no desenvolvimento estratégico de
bioinoculantes mais precisos e adaptados as demandas fisiolégicas da soja.

Contribuindo assim, para uma agricultura mais tecnologica e sustentavel.

Palavras-chave: Compartimentalizagdo, Microbioma, Biotecnologia



ABSTRACT

MATOS, Joao Pedro Campos. M.Sc., State University of Northern Rio de Janeiro
Darcy Ribeiro. March 2026; Microbial ecology and functional aspects of soil-root
system compartments in soybean seedlings (Glycine max L.). Supervisor: Prof.
Fabio Lopes Olivares. Co-supervisor: Dr. Sara Sangi.

The search for sustainable agricultural practices has highlighted plant-associated
microbiomes as strategic tools for biotechnological advancement. The assembly of
these microbiomes results from a long-term coevolutionary process between plants
and microorganisms, modulated by the physicochemical and biological
characteristics of the microhabitat, making the understanding of these interactions
essential for the development of more efficient agricultural technologies. Considering
the hypothesis that distinct root and rhizospheric regions harbor differentiated
microbial communities, this study evaluated the distribution and activity of bacteria in
soybean seedlings cultivated for 10 days under greenhouse conditions. Samples
were collected from bulk soil without root influence (BS), rhizospheres of the root
cap—elongation zone (SR1) and the root hair-branching zone (SR2), as well as from
the corresponding root tissues (RT1 and RT2). An in vitro germinated radicle was
also analyzed to identify seed-resident bacteria (RT0). Total DNA was extracted and
subjected to metabarcoding sequencing (16S rRNA, V4 region, primers 515F and
806R), revealing differences in taxonomic composition and diversity among
compartments. The fluorescein diacetate (FDA) hydrolysis assay indicated higher
microbial activity in SR1 and SR2. Colony counts and Most Probable Number (MPN)
estimates showed divergent patterns, with higher colony counts in BS and SR2 and
lower MPN/mL values in these same compartments, indicating a process of
specialization toward the center of the root axis. Light and scanning electron
microscopy revealed root compartments with distinct structural features and
differential patterns of microbial colonization. Inoculation in EcoPlates® and selective
media indicated differences in nutrient and carbon source utilization by the
communities, revealing metabolically diverse assemblages. Differential gene
expression analysis of transcripts involved in plant-microorganism interactions
identified distinct regulation between R1 and R2, potentially influencing the

establishment of adjacent microbial communities oriented toward different niches



and functions. These results confirm the hypothesis of rhizospheric microbiome
compartmentalization and reinforce its potential application in microbial prospecting
and in the strategic development of more precise bioinoculants tailored to the
physiological demands of soybean, thereby contributing to a more technological and

sustainable agriculture.

Keywords: Compartmentalization, Microbiome, Biotechnology
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1. Introducgao

A interacdo entre plantas e microrganismos resulta de um processo
coevolutivo que se desenvolve desde que as plantas colonizaram o ambiente
terrestre (CHENG et al., 2019; LYU et al., 2021). Para o estabelecimento dessa
relacdo, as plantas lancam mé&o de sua capacidade de exsudar compostos de
carbono que, ao interagirem com a microbiota do solo, modificam a matriz do solo,
facilitando o acesso da planta a nutrientes e minerais (OBURGUER & JONES,
2018). Esses compostos funcionam como sinais quimiotaticos, atraindo ou repelindo
microrganismos, € como fonte nutricional, modulando a composicao e
funcionalidade da comunidade microbiana na interface do sistema radicular com o
solo adjacente. Conhecido como rizosfera, esse compartimento é descrito como
uma fina camada conectada ao rizoplano, com alta atividade microbiana decorrente
do forte impacto da rizodeposicdo de compostos, capaz nao s6 de atrair certas
populagdes de microrganismos, mas também de influenciar sua proliferacéo (QIU et
al., 2024). Essa aproximacgao, consequéncia da selecdo natural, transformou-se ao
longo do tempo em uma relagéao sélida. Hoje sabemos, como via de regra, que as
plantas sao capazes de atrair microrganismos que favorecem o seu crescimento e
as auxiliam no enfrentamento de estresses ambientais (GLICK & GAMALERO,

2021), formando comunidades complexas.

A essas comunidades que abrigam um conjunto variado de genes e um amplo
teatro de atividades em um habitat determinado, da-se o nome de microbioma
(BERG et al., 2020), e ha uma miriade de fatores que podem influenciar diretamente
o estabelecimento dessa interacao sofisticada. As condi¢gdes do solo e o clima da
regiao sao exemplos importantes, visto que o impacto das mudancgas climaticas no
microbioma do solo pode se refletir na capacidade desse microbioma de promover o
crescimento vegetal (BOYLE et al., 2024). Ainda, a escassez de nutrientes ou a sua
distribuicdo desigual na matriz do solo estimula a atividade de grupos bacterianos,
como é o caso das bactérias produtoras de sideréforos (AHMED & HOLMSTROM,
2014). Mas, para além do ambiente, da espécie e do gendtipo do hospedeiro, que
fornecerao o habitat a microbiota associada, também determinardo o seu
recrutamento, em razao do dialogo molecular entre os individuos. Esse dialogo &

representado pela emissdo de moléculas sinalizadoras pela planta, que sao
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captadas e geram uma resposta também no nivel molecular pelos microrganismos
qgue as recebem (e vice-versa). Alguns casos ja foram elucidados; um dos mais bem
descritos € o papel de flavonoides e isoflavonoides secretados pelas leguminosas,
como soja e feijao, para atrair bactérias do género Rhizobium (ZHANG et al., 2025),
que, apos uma complexa troca de sinais e proteinas (SANTOS & REIS, 2008), sao
capazes de penetrar nas raizes, estabelecer-se e formar nédulos fixadores de
nitrogénio em plantas dessa familia. Além do mais, tratando-se de uma comunidade,
a interacdo microrganismo-microrganismo também detém o poder de molda-la
(HAQ et al., 2014). Grande parte do que se sabe até hoje sobre a interacao entre
microrganismos do solo baseia-se em situagdes antagdnicas, favorecidas por temas
como o biocontrole e o combate a patogenos (BORO et al., 2022). Mas algo que
influencia fortemente o estabelecimento e o conceito de comunidades microbianas e
vem ganhando destaque sdo as interagées positivas. A partir da elaboragéo de uma
comunidade microbiana sintética, ROSS et al. (2025) apresentaram um modelo
autosustentavel e mutualistico onde bactérias colaboram entre-si por meio da
producdo de aminoacidos, e em certo ponto também com carater comensal, a
medida em que uma aproveita a fonte de carbono de outra sem retribuicao. Ainda, a
producdo de biofilme bacteriano & capaz de tornar positiva a interacdo entre
bactérias outrora antagénicas, quando em vida livre (KASETTY et al., 2021), ou
mesmo de ancorar bactérias as hifas fungicas, garantindo abrigo e dispersao
(PELEG, HOGAN & MYLONAKIS, 2010).

A descoberta recorrente de detalhes da comunicacdo entre plantas e
microrganismos do solo tem propiciado avangos tecnologicos, mas também
revelado lacunas a serem exploradas. A compartimentalizacdo do microbioma de
um 6rgao vegetal € uma proposta que permite expandir os horizontes da
prospeccdo de microrganismos e enzimas, bem como da avaliagdo funcional de
individuos inseridos em comunidades. O ato de fragmentar um microbioma em
secdes menores parte da ideia de que as diferencas anatébmicas e fisiolégicas
dentro de um sistema radicular, que vao de encontro a um solo com perfil
estratificado, sdo capazes de formar nichos tao distintos e complexos que valem a
pena serem observados um por um. Essa abordagem contrasta com o método
tradicional de amostragem de "toda a raiz", que costuma proporcionar uma visao

agregada e menos detalhada das interagdes microbianas. Ao compartimentar,



19

podemos identificar com maior precisdo as interacbes especificas e as
potencialidades de cada segmento da raiz. O ato de fragmentar um microbioma em
secbes menores parte da soma de fatores (I) anatdémicos, como diferencas
estruturais na arquitetura radicular; (ll) fisiolégicos, como diferengas na producéo de
horménios nas zonas radiculares; e, principalmente, (lll) fatores moleculares, como

a exsudacéo, que varia em diferentes regides da raiz (KRANAWETTER et al., 2021).

A extremidade inferior da raiz é revestida pela coifa que exerce a funcao de
explorar as camadas mais profundas do solo (KUMPF & NOWAK, 2015) ao mesmo
tempo que protege o meristema apical radicular com o seu tecido rigido. E também
a partir da coifa que ocorre a liberagao de “Border Cells” (DRIOUICH et al., 2013).
Essas células delimitam a fronteira entre a extremidade radicular e o solo,
exercendo a comunicagéo entre ambos por meio de processos de sinalizagdo, com
base em estimulos do meio ou no contato com outros microrganismos (CANELLAS
& OLIVARES, 2017). Para facilitar o processo de penetracdo, a coifa secreta uma
mucilagem que pode interagir com microrganismos do solo, ja que é extremamente
atrativa para alguns grupos (NAZARI, 2021; JIANG et al.,, 2022) e pode repelir
outros (DRIOUICH et al.,, 2021). Na zona de ramificacdo, as raizes sdo mais
maduras e estruturalmente mais rigidas, exercendo a funcao de se fixar no solo e
forragear horizontalmente em busca de nutrientes presentes nos estratos mais
préximos a superficie (JOBBAGY & JACKSON, 2001). Além disso, essa regiao pode
apresentar nédulos de fixagdo de nitrogénio em plantas leguminosas (HUNGRIA &
NOGUEIRA, 2022). Outro fator importante € que a emergéncia das raizes laterais
deixa cicatrizes e forma axilas, que servem como portas de entrada para
microrganismos endofiticos (VASSE, FREY & TRIGALET, 1995).

Diante desse cenario, emerge a hipotese de um novo modelo para o estudo de
microbiomas que chama a atencdo para as peculiaridades de cada possivel
comunidade — a compartimentalizagdo: Diferentes regides do eixo radicular e
rizosférico, com origens e estruturas préprias, abrigam comunidades distintas, e a
partir disso, € importante estudar o microbioma de raiz e rizosfera, ndo mais como
um grande conglomerado fechado, mas sim dividido em parcelas de acordo com a
regiao anatdbmica que ocupam e as influéncias as quais sao alvo, seja por parte da

planta ou do solo. Essa se mostra uma estratégia eficaz na prospeccdo de
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microrganismos, orientada pelas especificidades funcionais de cada compartimento,
bem como no desenvolvimento de tecnologias mais assertivas, guiadas pelas
peculiaridades da cultura (que, neste caso, € a soja) e de seus microbiomas

associados.

Assim, ao confirmar essa hipétese, esse trabalho proporciona a elaboragéo de
um conhecimento acurado capaz de contribuir para temas que permeiam a ecologia
microbiana e de enriquecer, de forma integrativa, o que se sabe sobre o
estabelecimento, o desempenho e a diversidade de comunidades microbianas da
rizosfera. No campo da biotecnologia, o presente estudo estabelece meios para a
producao de biocinsumos sustentaveis e modernos para a agricultura, uma vez que a
interacao entre plantas e microrganismos representa atualmente uma alternativa
consolidada e segura aos fertilizantes sintéticos, além de ser certificadamente
eficiente no desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, capaz de assegurar a
segurancga alimentar (DWIBEDI et al., 2022; SUMAN et al., 2022).

2. Revisao de Literatura
2.1. Introdugao

O conceito de microbioma, recentemente atualizado, caracteriza-se por
apresentar dois principais componentes — a microbiota de um determinado espaco e
0 seu teatro de atividades, envolvendo, por conseguinte, todo o material genético
presente (BERG et al., 2020). Ja o conceito de rizosfera pode ter por definigcdo, a
regido do solo onde a raiz exerce a sua esfera de influéncias (KUPPE et al., 2022)
ou seja, uma zona do solo intimamente ligada as raizes no espaco, e alvo direto da
sua influéncia com objetivos de absorcdo de nutrientes e agua (DOTANIYA &
MEENA, 2014), liberacdo de compostos , recrutamento e interacdo com
microrganismos (HASSAN; MCINORY & KLOEPPER, 2019), e processos de
percepc¢ao e sinalizacdo (VENTURI & KEEL, 2016).

E comum que estudos que compreendem a rizosfera tratem da completude do

corpo da raiz, deixando, portanto, de levar em consideracao a especificidade de
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diferentes regides radiculares e de diferentes estratos do solo. Ao longo do eixo
radicular, é possivel encontrar regides distintas desde a sua formacgao até a fungao
que exercem (GLORIA & GUERREIRO, 1992), como raizes laterais, zona pilifera,
zona de alongamento e coifa. O solo, por sua vez, com seu perfil estratificado, se
organiza no eixo vertical em diferentes parcelas de acordo com a distribuicdo de
nutrientes (GIEHL & VON-WIREN, 2014) e fatores fisico-quimicos que levam em
consideracdo a sua mineralogia e a disposicdo dos seus componentes (MUNSIRI;
BOYD & HAJEK, 1995).

Tendo por base essa realidade, a presente revisdo chama a atencao para os
trés principais agentes que compdem o microbioma rizosférico — o solo, a raiz
vegetal e os microrganismos —, a partir dos quais é possivel elaborar arranjos

distintos e sofisticados, teorizados como compartimentos.

2.2. O Solo

Dois séculos atras, Dokuchaev e Marbut conceberam a ideia de que os solos
poderiam ser seccionados e analisados em horizontes segundo os tragos
morfolégicos e fisico-quimicos de cada estrato (BRIDGES, 1993). A composi¢cao dos
horizontes mais profundos é um reflexo da rocha matriz que originou aquele solo,
enquanto as camadas superiores recebem forte influéncia dos processos naturais
de decomposicao que geram aportes de matéria organica, bem como de eventos
climaticos (lixiviagcao, intemperismo) e da interferéncia da biota (RICE et al., 2002). A
relacdo entre esses fatores e o material de origem define a porosidade do solo, na
qual, geralmente, as camadas inferiores sucumbem ao peso das superiores e
tornam-se compactas, com baixa porosidade entre os agregados, enquanto, nas
superiores, tende-se a formar espagos maiores entre os agregados. Essa
porosidade, que permite maior aeracao e maior capacidade de retencéo de agua, €,
segundo MAGDOF et al. (2000), um fator limitante ao crescimento populacional

microbiano.

A distribuicao de nutrientes através do perfil do solo também é uma marca da
distingdo de seus horizontes. elementos como nitrogénio, fésforo e carbono

organico, costumam se acumular nas camadas superiores do solo (WANG & TANG,
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2021), e rapidamente incorporados aos macro e microagregados e reintroduzidos
nos seus ciclos naturais (SILVA et al. 2023). Enquanto isso, elementos moveis,
como sulfatos e nitratos, ou provenientes da rocha matriz, sdo acumulados em
camadas mais profundas, criando um desafio para raizes em crescimento (GIEHL &
VON WIREN, 2014). E, na investida para adquirir esses nutrientes, as plantas
liberam compostos organicos que acabam por atrair grupos de microrganismos
interessados em utiliza-los, dando origem ao que conhecemos como rizosfera (NA
et al., 2022). Diante dessa variacao espacial, as raizes laterais, distribuidas na
porcdo superior do eixo dedicam-se a forragear nutrientes abundantes nos
horizontes superiores como O e A, enquanto a coifa, cumprira o papel de penetrar
camadas profundas colonizando novos espagos em busca de agua, e em fungéo do
gravitropismo (GIEHL & VON WIREN, 2014; SU et al., 2017). Assim, & natural que
as raizes secretem compostos organicos distintos nos polos do eixo radicular
(PAVINATO & ROSOLEM, 2008). Assim, reforca-se a teoria dos nichos e
compartimentos, cuja formacao ocorre bilateralmente, por meio das trocas entre

raizes e o solo.

Fatores abidticos intrinsecos ao estabelecimento de comunidades microbianas
se dispdem em gradientes verticais no solo, segregando ainda mais os seus
estratos. A presenca de matéria organica nos horizontes O e A, seguida de
processos de composicao e incorporagdo a matriz, acaba por acidificar essas
regides, podendo atingir valores de pH entre 3 e 4, que aumentam em camadas
mais profundas até a neutralidade (pH = 6-7) (RAUBUCH & BEESE, 2005). Essa
variacao do potencial hidrogeniénico exerce grande influéncia no desenvolvimento
de comunidades microbianas. Como demonstram WANG et al. (2019), o pH do solo
influencia mais a diversidade microbiana do que a presenca ou auséncia de
nutrientes. A temperatura e a umidade também aparecem como fatores
determinantes do microbioma, em uma dindmica diretamente conectada a
estratificacdo do solo. Valores entre 20% e 40% de capacidade de campo sao
6timos para a colonizacao e atividade bacteriana, enquanto 60% de capacidade
favorece a atividade fungica (BOROWIK & WYSZKOWSKA, 2016). Essa boa
capacidade, somada a valores mais elevados de temperatura, torna a superficie do
solo (horizontes O/A) mais ativa microbiologicamente; no entanto, essa regiao é alvo

direto de variagbes ambientais e apresenta maiores taxas de evapotranspiracao,
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estando mais sujeita a eventos de seca ou de saturagcdo (CAPUANI et al., 2012).
Esses eventos extremos inibem a atividade microbiana na superficie, e reduzem a
sua biomassa em até 50%, enquanto camadas mais profundas com isolamento
térmico (horizonte B em diante), apesar de mais frias e consequentemente menos

ativas, se mostram mais estaveis e resilientes (GOMORYOVA et al,. 2013).

Figura 1. As colunas de solo apontam diferengas no seu perfil em funcdo da estratificagéo: na coluna
(A), a distribuicdo de matéria organica em decomposicdo, bem como o volume de ramificagdo
radicular. Na coluna (B), a porosidade do solo, acompanhada por um gradiente de umidade e de
aeracgdo. Em (C), a coluna indica a concentragéo de nutrientes nas camadas do solo. (D) Mostra os
gradientes de temperatura, oxigénio e pH ao longo do perfil estratificado do solo. (Fonte: Autoria
prépria, elaborado no Biorender.com).

Deste modo, a variagdo espacial observada entre os horizontes do solo é
capaz de criar nichos ecologicos a serem ocupados por diferentes individuos e
comunidades da fauna e da flora, bem como por microrganismos que, de acordo

com suas especificidades bioquimicas e fisioldgicas, serdo capazes de sobreviver
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as condicbes oferecidas por cada horizonte e se multiplicar a partir de seus
substratos e substancias disponiveis (BATTHARAI; BATTHARAI & PANDEI, 2015).

2.3. A Anatomia da raiz

A raiz é o 6rgao responsavel pela conexdao das plantas ao solo. Nessa
imersédo, as raizes vao se expandir na busca de agua e nutrientes, guiadas no
sentido vertical pela coifa, seguidas pela zona de alongamento e, no sentido
horizontal, pelas raizes laterais. O gravitropismo é um fenémeno fundamental na
orientacdo do crescimento radicular (BLANCAFLOR, 2015), e sua atuagcdo é
conjunta a processos hormonais e de nivel molecular: a auxina desempenha papel
central no gravitropismo radicular, sendo responsavel pela redistribuicido assimétrica
do crescimento celular e pela consequente curvatura da raiz (SU et al., 2017).
Algumas células das coifas contém granulos de amido chamados estatdlitos, cuja
sedimentacao, devido a diferenca de densidade (BAND et al., 2012), desencadeia a
polarizagado da auxina, regulada por transportadores da familia PIN e AUX1/LAX
(ADAMOWSKI & FRIML, 2015; Xl et al., 2016). Esse acumulo diferencial de auxina
modula a resposta gravitrépica. Além disso, a auxina nao esta presente apenas no
final dessa cadeia, mas também no inicio, regulando a expressdo de genes

envolvidos na producgéao de estatélitos (ZHANG et al., 2019).

Raizes laterais, embora tenham origem diferente da raiz principal — advém do
periciclo € ndo do meristema apical radicular (SINGH et al., 2023) — compartilham
caracteristicas anatdbmicas e funcionais, como a presenca de uma coifa e de uma
zona de alongamento. Além disso, suas coifas também possuem estatélitos, no
entanto sua resposta ao gravitropismo difere da raiz principal devido a expressao
diferencial dos genes transportadores PIN (BABA et al., 2022). Essa diferenca faz
com que a raiz, ao atingir determinado angulo, chamado angulo de ponto de ajuste
gravitropico, interrompa a curvatura, e cresca em linha reta, se ajustando
gradualmente (ROYCHOUDHRY et al., 2017), em um processo que liga e desliga,
ora resistindo, ora se entregando ao gravitropismo, garantindo uma exploragao mais

eficiente do solo para absorgcao de agua e nutrientes (LYNCH et al., 2022).
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Outras diferencas se aprofundam durante o desenvolvimento radicular, o que
amplia as diferencas anatémicas. E o caso da suberizacdo (SU et al., 2023): a
formacao de uma lamela composta por suberina que vai recobrir a parede celular
das células da raiz, primeiro na endoderme e, com o passar do tempo, na epiderme,
no entanto, sem alcancar a zona de alongamento ou a extremidade radicular. A
suberina participa da regulagdo osmética e controla a perda de ions (DE SILVA et
al.,, 2021), mas também forma um nicho atrativo para certos grupos de
microrganismos como fungos capaz de degradar a molécula (KOLATTUKUDY,
1981; MARTINS et al, 2014), mas também bactérias patogénicas como
Streptomyces scabei, cuja viruléncia esta ligada ao uso do suber como fonte de
carbono, e porta de infeccao (PADILLA-REYNAUD et al., 2015; BEAULIEU et al.,
2016). Mesmo sendo atrativo para certos patdogenos, a suberina € uma das
ferramentas que as raizes dispdem para se defender (CHEN et al 2022) contra o
ataque de microrganismos (BARROS et al., 2024), ou, de acordo com HOLBEIN et
al. (2019), exercendo uma barreira fisica contra nematoides, e regulando o fluxo de

nutrientes durante a infeccao.

Enquanto isso, na ponta das raizes, a coifa guia o aprofundamento da raiz no
solo, protegendo o meristema apical e os demais tecidos internos do choque
mecanico e da friccdo. Para além do gravitropismo, a coifa determina a direcdo do
crescimento radicular com base na necessidade e disponibilidade de recursos no
solo, como a aquisicdo de agua e de nutrientes, a formacdo de agregados de
particulas do solo, o prisionamento de metais pesados, a interagdo com

microrganismos ou a esquiva de regides mais salinizadas (GANESH et al., 2022).

A coifa é composta por uma columela central, células laterais adjacentes e
células secretoras de mucilagem, também chamadas células de fronteira, que
periodicamente se destacam do tecido (BARLOW, 2002). Em um estudo recente,
BERHIN et al. (2019) descreveu ainda uma cuticula efémera, que media os
primeiros momentos do contato da coifa com o solo, e permite o brotamento de
raizes laterais sem adesao ou colapso de células internas do eixo. As células de
fronteira, por sua vez, integram o sistema de defesa da coifa, sendo capazes de

identificar sinais de microrganismos patogénicos e reagir fortalecendo as paredes
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celulares vizinhas e liberando espécies reativas de oxigénio (PLANCOT et al.,
2013).

Quem completa esse sistema de defesa € a mucilagem que a coifa secreta,
que, ao mesmo tempo em que atrai alguns microrganismos, repele outros.
Polissacarideos, lipideos, proteinas e agua compdem majoritariamente a mucilagem
(JIANG et al.,, 2022) de modo a criar uma matriz aquosa com os agregados
préximos, proporcionando a formagcdo de um ambiente umido e rico, propicio a
proliferacao microbiana (NAZARI et al., 2020). Microrganismos endofiticos atraidos
para essa regiao podem explorar o espaco entre a epiderme e a coifa para penetrar
na raiz (BARBOSA et al., 2015). Simultaneamente a esse movimento de atracao, a
coifa seleciona microrganismos potencialmente patogénicos para rejeita-los por
meio da emissédo de enzimas e peptideos antimicrobianos (DRIOUICH et al., 2021),
de DNA extracelular e histonas, que, segundo JIANG et al. (2022), coibem a
germinacao de esporos microbianos e o crescimento micelial, bem como de

flavonoides e estrigolactonas.

Na extremidade superior do eixo radicular, outras portas de entrada sao
geradas e aproveitadas por patdégenos ou por microrganismos benéficos para
colonizar o endoéfito. As feridas abertas durante a emissao das raizes laterais criam
um portao, utilizado por microrganismos como Burkholderia sp. (COMPANT et al.,
2005), que é rapidamente selado. Doravante, sabe-se também do uso de pélos
radiculares para esse acesso, por bactérias como Rhizobium sp., para alcangar o
interior das raizes de leguminosas (MERCADO-BLANCO et al.,, 2012) e por
Azoarcus sp. em gramineas (HUREK et al., 1994).

Semelhangas estruturais entre os polos radiculares podem levar a crer que
esses ambientes s&o iguais, gerando confusdo, e, nesse momento, a biologia
molecular surge como uma ferramenta capaz de explicitar o contraste real que
existe. Ainda que as raizes laterais também apresentem uma coifa seguida de uma
zona de alongamento, essas nao tém o mesmo destino. A expansao horizontal das
raizes confronta um limite letal: para regular sua arquitetura e impedir o crescimento
continuo, as células da coifa sdo induzidas a apoptose (MOLLER; XUAN &
BEECKMAN, 2017). Essa resposta ao limite de crescimento € mediada pela
expressao de genes ANAC033/SOMBRERO (FENDRYCH et al., 2014) e, segundo
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XUAN et al. (2016), pode ocorrer de forma sincrona, coordenando a extensao e a
organizacao distal das raizes laterais, pondo fim aos beneficios conferidos pela
coifa. Assim, os polos radiculares contam com mecanismos capazes de atrair

microrganismos distintos, estruturando suas proprias comunidades.
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Figura 2. A ilustracdo representa dois compartimentos distintos (A e B) que surgem a partir de uma
raiz completa e madura (C), em funcdo das diferentes atividades desenvolvidas pela raiz e dos
nichos que se formam a partir delas. (Fonte: Autoria propria, elaborado no Biorender.com).

2.4. Interag6es microbianas

O solo, entédo, fornece a matéria-prima para o microbioma vegetal — sua
microbiota —; simultaneamente, a raiz atua como forca motriz no recrutamento
desses individuos. Entretanto, o processo de colonizagéo e o estabelecimento de
uma comunidade em um determinado habitat ndo dependem apenas desses filtros,
mas também de interacdes e conexdes entre os microrganismos. Esse bem-estar

social microbiano sera peca-chave para o sucesso de tecnologias de bioinoculantes
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e bioinsumos, para que diferentes micro-organismos possam compor 0 mesmo
in6culo (FIGUEIREDO et al., 2017) e para que micro-organismos introjetados no
solo nao sejam sabotados ou suprimidos pela microbiota nativa (MAWARDA et al.,
2022).

Em ambientes densamente colonizados e repletos de nutrientes e minerais,
como a rizosfera, interagdes inibitérias e competitivas sdo comuns e centrais na
formagéo de comunidades microbianas (ROBERT & CHENU). A medida que um
grupo capta mais recursos como agua, nutrientes, matéria orgénica e espaco, a
competicdo se estende e grupos mais eficientes ou adaptados dominam o meio,
excluindo taxons concorrentes (GUI et al., 2017). O interesse de grupos distintos por
substancias distintas pode ser um alivio nesses momentos. Segundo WANG &
KUZYAKOV (2024). Bactérias sao mais eficientes no uso de compostos organicos
simples, enquanto os fungos optam por compostos complexos e recalcitrantes,

ainda que compitam por compostos intermediarios.

Ainda que a competicao predomine nas interagbes microbianas, relacées
cooperativas podem emergir como resposta as pressdes ambientais, especialmente
quando ha interdependéncia metabdlica entre os parceiros (FRITTS, MCCULLY &
MCKINLAY, 2021). Um grande exemplo é a alimentacao cruzada (cross-feeding),
que constitui uma interacdo em que os produtos do metabolismo de um
microrganismo sao utilizados como substrato por outro, promovendo conexdes
funcionais na comunidade (SMITH et al., 2019). Evidéncias indicam que essas
interacdes sao facilmente estabelecidas e influenciadas positivamente pela distancia
metabdlica e filogenética entre os parceiros, sugerindo que diferencas funcionais
ampliam o potencial de complementaridade (GIRI et al., 2021). Além do
compartiihamento de nutrientes, a alimentagdo cruzada pode contribuir para a
detoxificagdo do ambiente, quando metabdlitos potencialmente téxicos produzidos
por um organismo sao consumidos por outro, limpando o microambiente e
protegendo a comunidade (GOLDSHCMIDT & REGOES, 2018).

Comunicacgéao e troca de informagdes sao essenciais para a formagéo de uma
comunidade a partir de seus individuos, € no meio microbiano essas relagcoes
podem ser mediadas por sinais quimicos e moléculas dispersas no meio, como o
fenbmeno chamado de quorum sensing (FUQUA, WINANS & GREENBERG, 1994),
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através do qual bactérias sdo capazes de perceber alteragdes na sua densidade
populacional e gerencia-la através da producéo de autoindutores como lactonas e
oligopeptideos que influenciam suas taxas de expressao génica (MILLER &
BASSLER, 2001), podendo assim, modificar fatores como nivel de viruléncia,
reproducdo, resisténcia, ou mesmo abundancia e composicao de comunidades
(LIANG et al.,, 2020). No entanto, ha também bactérias e fungos capazes de
degradar esses sinais por meio de enzimas lactonases (MOLINA et al., 2003; UROZ
& HEINONSALO, 2008), ou ainda aqueles capazes de produzir inibidores do
quorum sensing (DE OLIVEIRA & DE SAENZ, 2023), efetuando um controle

biolégico natural, e consequentemente a manutencao da comunidade.

Outro mecanismo de grande relevancia para estabelecer uma comunidade
microbiana & a formagao de biofilme microbiano: uma matriz polimérica extracelular
capaz de conferir resisténcia, mitigar o estresse hidrico de comunidades
microbianas e servir como um meio de emissao de sinais contra antagonistas e
patogenos (SAXENA et al., 2019). Para além da capacidade de abrigar multiplas
espécies, biofilmes podem formar-se em cooperagcdao, o que confere maior
estabilidade estrutural e funcional as comunidades microbianas (SUN et al., 2020).
Evidéncias recentes indicam que a formacgao de biofilimes multiespécies beneficia
mais da diversidade funcional do que da riqueza taxonémica, uma vez que
comunidades diversas aumentam a probabilidade de incluir espécies-chave capazes
de organizar o processo de colonizacdo (XIONG et al., 2021). Nesse cenario,
determinadas bactérias com potencial para promover o crescimento vegetal, porém
com baixa eficiéncia de colonizagcdo —como Paenibacillus amylolyticus —, se
beneficiam de interacbes em biofilmes multiespécies, impactando as fungdes da
comunidade (YANG et al. 2024).

Mas além disso, biofilmes sdo centrais no processo de transferéncia horizontal
de genes (WU et al., 2021), e essa transmissao de informacgdes e instrugdes é feita
por outra peca-chave da comunicacao bacteriana, os plasmideos, fragmentos de
DNA circular moéveis e individualizados do cromossomo (SMILLIE et al., 2010).
Plasmideos podem ser transferidos pelo contato entre células, dispersos no meio
extracelular, ou mesmo transferidos por bacteriéfagos (BANU & PRASAD 2017), e

as principais funcionalidades atribuidas a esses fragmentos sdo sua capacidade de
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transmitir genes que conferem capacidade de biorremediacdao de compostos do solo
e de resisténcia a moléculas antibiéticas (BANU & PRASAD 2017; VARNET et al.,
2022; WU et al., 2022). Isso insere essa ferramenta de DNA extracromossémico

como peca fundamental para o vigor e a resisténcia das comunidades microbianas.

As interagbes entre dominios também contribuem para a formagédo do
microbioma. diversos trabalhos mostram que Bactérias podem se aderir a hifas
fungicas aumentado a eficiéncia de sua dispersao no solo, sendo capaz inclusive de
conectar compartimentos (WARMINK et al., 2011;). No entanto essa mesma
capacidade de aderéncia pode ser utilizada para interacbes de predacédo ou
competicdo, como apresentado por HOVER et al., 2016, que demonstrou a
capacidade de S. marcescens de se aderir e migrar por hifas de zigomicetos e

basidiomicetos, e provocar a morte do micélio.

A producao de compostos organicos volateis (VOCs) é outro meio pelo qual se
estabelece essa interacdo. Compostos organicos volateis sdo moléculas que
apresentam um esqueleto carbdnico e sao volateis a temperatura ambiente
(CICOLELLA, 2008). Essas moléculas sao emitidas e percebidas por individuos
filogeneticamente relacionados, ou mesmo de reinos diferentes, como bactérias,
fungos, plantas e animais (WEISSKOPF, SCHULZ, & GARBEVA, 2021), e a
producédo desses compostos esta relacionada a uma gama de fungdes, dentre elas
a resisténcia a estresses abioticos e o biocontrole de patégenos (RAZO-BELMAN &
OZUNA, 2021), e a promoc¢ao do crescimento vegetal por microrganismos (RUSSO
et al., 2022). Desse modo, os VOCs também participam da trama de comunicacgao e
de sinalizacdo do microbioma. Bactérias sdo capazes de detectar, interpretar e
responder a estimulos provocados por VOCs fungicos que influenciam a sua
motilidade (SCHMIDT et al., 2016). No sentido oposto, bactérias também podem
beneficiar fungos por meio da liberagdo de VOCs que promovem o crescimento
micelial (ORBAN et al., 2022).
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Figura 3. Interagbes ecoldgicas ndo-antagbnicas e formas de comunicag&o entre fungos e bactérias
do solo, capazes de beneficiar um ou ambos individuos: Alimentagao cruzada, biofilme multiespécies
Quorum sensing, Transferéncia horizontal de genes, relagdes de mutualismo e comensalismo entre

bactérias e hifas fungicas, e a produgéo de compostos volateis.

A complexidade que reside na composicdo e nas interagdes entre
comunidades microbianas do solo, bem como no relacionamento dessas
comunidades com 0 espago € 0s recursos a sua volta, oferece um ambiente feértil
para estudos mais modernos e abrangentes sobre o microbioma vegetal, capaz de
permitir que as predi¢des sobre fisiologia e promog¢ao do crescimento vegetal sejam
mais precisas e acuradas. Diante desse cenario, essa revisdo destaca detalhes da
formacao de um microbioma que acabam por compartimenta-lo, gerando hotspots

de colonizagao microbiana.
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3. Revisao em Bancos de Propriedade Intelectual

Esta secdo visa compreender como os principais assuntos tratados neste
trabalho alcancam o mercado de ciéncia e tecnologia, sob a forma de aplicagbes
inovadoras, e, para tal, este tépico revisa a insercao de temas centrais deste
trabalho no cenario da produgcao de patentes. A revisao foi realizada com base nos
dados fornecidos pela plataforma lens.org. Tendo em vista o tema deste projeto, a

busca foi realizada a partir dos termos “Metabarcoding AND Root microbiome” e
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“‘Rhizosphere metabarcoding”, que nao produziram resultados. Em seguida,
realizou-se a busca pelo termo “Root Microbiome” e as patentes foram filtradas para
que o termo estivesse presente no titulo, no resumo e nas reivindicagdes. Com isso,
0 banco apresentou 104 patentes e o grupo das “familias simples” apresentou 68
resultados. Apds nova filtracdo para remover patentes relacionadas a areas
divergentes, como saude humana e odontologia, restaram 31 registros (Figura 3).
As patentes encontradas nesta pesquisa tiveram inicio de depdsito em 2016 e 4

estdo ativas.

A partir disso, foram elaborados portfélios que contam com as classes de
patentes observadas pelo CPC (Classificacdo Cooperativa de Patentes) e com
grupos nos quais foi possivel alocar empresas e universidades com servigos
semelhantes desenvolvidos. A maioria das patentes observadas concentra-se em
biocidas e agentes biologicos para protecdo de plantas - AO0TN63/
(biocidas/reguladores de crescimento de origem microbiana, 23 ocorréncias),
C12N1/ (microrganismos e meios/cultivo, 22) e C12Q1/ (métodos de
analise/diagnéstico envolvendo enzimas, DNA ou microrganismos, 19). Também
aparecem com frequéncia relevante classificagdes relacionadas a formulagao de
fertilizantes, ao biocontrole, a indexagdo taxonémica de microrganismos. Outras
classes sdo raras na amostra avaliada, como maquinas de colheita e produtos de

uso terapéutico.

Referente a essa pesquisa pesquisa, dentre as patentes lidas e empresas que
as empregam, algumas se destacaram, mencionadas a seguir: A empresa Biome
Makers Inc., fundada em 2015 no vale do silicio, e citada na sessao de isolamento e
identificacdo de isolados e microbiomas, realiza trabalhos que envolvem, entre
outras atividades, a andlise de caracteristicas do solo, de modo a influenciar
positivamente a tomada de decisdes do ramo agricola; Dentre essas caracteristicas,
esta a caracterizacao e isolamento da microbiota. Procedimentos semelhantes sao
identificados nas atividades da startup japonesa Sunlit Seedlings, fundada em 2020
na Universidade de Quioto. A produtora de fertilizantes russa EUROCHEM, por sua
vez, situada na aba de inoculagao e promocao do crescimento vegetal, conta com
produtos e servigos voltados ao uso de micro-organismos capazes de melhorar a

eficiéncia do P para as plantas.
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Figura 3. Mapeamento dos desenvolvedores de patentes oriundas da pesquisa (filtrada) por “Root
microbiome”, organizado em classes de produtos e servicos, com base em suas respectivas
patentes. (Fonte: Autoria prépria, elaborado no Canva.com).



42

Em uma nova rodada de buscas, foram utilizados, em conjunto, os termos
“Glycine max AND Root AND Bacteria”, considerando a espécie vegetal de
interesse deste trabalho. O mesmo processo de filtragem de patentes foi realizado
e, ao final, 15 delas foram selecionadas para integrar este trabalho (Figura 4). A
andlise dessa segunda amostra de patentes revelou predominancia de
classificagcdes relacionadas a biotecnologia e a protecao de plantas, com destaque
para C12N15/ (engenharia genética e construcdes de DNA/RNA), AOTN63/ (biocidas
e reguladores de crescimento de origem microbiana) e C12Q2600/ (ensaios
moleculares especificos). Além desses, os demais abrangiam temas como cultura
de tecidos, biocidas, cultivo de micro-organismos, reguladores do crescimento
vegetal, diagndsticos moleculares e aplicagdes voltadas a adaptagao e mitigacao
climaticas. As patentes encontradas nesta pesquisa tiveram inicio de depdsito em

2000 e 4 estao ativas.

Referente a essa segunda rodada de pesquisa, a Universidade Johns Hopkins
desenvolveu um método para isolar microrganismos endofiticos, modificar seu
conteudo genético por meio de conjugacdo com outros microrganismos
selecionados e reintroduzir os isolados em plantas para promover o crescimento
vegetal. Além desta, a Purdue Research Foundation, fundada em 1930 em Indiana,
fez o depdsito de uma patente que abrangia a produgdo de plantas ou células
vegetais recombinantes, capazes de produzir um pequeno RNA que regula
negativamente genes reguladores da nodulagcdo em soja, de modo que, quando
inoculada com microrganismos fixadores de nitrogénio, a planta produziria mais

nodulos.
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Figura 4. Mapeamento dos desenvolvedores de patentes oriundas da pesquisa (filtrada) por “Glycine
max AND Root AND Bacteria”, reunidos em classes referentes aos produtos e servigos entregues a
partir de suas respectivas patentes. (Fonte: Autoria propria, elaborado no Canva.com).
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Dentre os 46 aplicantes e proprietarios, 12 sao universidades, enquanto as

demais sao empresas consolidadas, startups ou pesquisadores.

4. Objetivos
4.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo compreender a distribuicdo de
microrganismos do solo entre diferentes compartimentos radiculares e rizosféricos
de plantulas de soja, bem como caracterizar a formacao e estrutura dessas regides
e também inferir sobre a atividade microbiana das comunidades de cada

compartimento, em termos qualitativos e quantitativos.

4.2. Objetivos especificos

e Relatar a localizacao de bactérias e fungos no solo, nos solos rizosféricos e
nos tecidos radiculares (das regides de coifa-alongamento, da zona de
ramificacdo e da radicula de plantulas de soja), contrastando sua presenca e

abundancia.

e Mensurar a atividade e caracterizar os tracos metabdlicos das comunidades
microbianas nos diferentes compartimentos do sistema solo-planta.

e Determinar o numero de unidades formadoras de colénia (UFC/g) nos
diferentes compartimentos do solo e da raiz, bem como estimar o niumero

mais provavel de microrganismos diazotréficos (NMP/g).

e |[solar e classificar microrganismos oriundos das comunidades de cada
compartimento a partir de uma caracterizagéo funcional que os encaminhe

para testes de promocéao do crescimento vegetal.

e Caracterizar a topografia e histoquimica dos compartimentos radiculares por

meio de técnicas de microscopia
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e Inferir a influéncia vegetal na formacdo e na estruturacdo destes
compartimentos a partir do perfil de genes diferencialmente expressos nos

polos radiculares.

5. Materiais e Métodos
5.1 Material vegetal

O ensaio foi conduzido em uma casa de vegetacdo, com iluminagao natural e
temperatura de 30 + 2 °C, localizada na UENF, no municipio de Campos dos
Goytacazes — RJ. Em delineamento inteiramente casualizado, 100 vasos de 700
dm? foram preenchidos com substrato Basaplant® Hortalicas (Tabela 1), nos quais
foram plantadas 3 sementes de soja da variedade comercial BRS-533. Com 5 dias
de crescimento, foi feito desbaste, ficando 1 planta por vaso, até atingir 10 dias
(Fase de emissdo do primeiro trifélio). Passado este periodo, as plantas foram
cuidadosamente removidas do substrato para que os compartimentos fossem

coletados, tratados aqui como tratamentos de raiz e de substrato (Quadro 1).

Quadro 1. Regides de tratamento, inseridas como compartimentos no trabalho,

acrescidas das siglas que as identificam.

Tratamentos analisados

Compartimentos Siglas
Raiz completa RC
Tecido radicular da coifa-zona de alongamento RT1
Tecido radicular da zona de ramificagao-pilifera RT2
Solo rizosférico da regido da coifa-zona de alongamento SR1
Solo rizosférico da regido da zona de ramificacdo-pilifera SR2
Radicula geminada in vitro RTO
Solo-a-granel BS

Para discernir com precisao o limite entre a zona de alongamento e a zona de
ramificacao (RT1 e RT2), uma raiz de plantula de soja plantada anteriormente e

colhida 10 dias depois foi lavada em agua corrente para remogéao de particulas do
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substrato e observada com lupa. Permitindo delimitar com maior preciséo as regides
da coifa da raiz principal e a zona de ramificacdo. Devido ao pequeno volume de

amostras em alguns compartimentos, adotou-se o modelo de amostra composta.

O primeiro compartimento a ser coletado foi o solo-a-granel (BS), para tal, com
0 uso de uma espatula foram coletadas de varias plantas, amostras de solo sem
contato com as raizes. Em seguida, a planta, junto ao torrdo de substrato, foi
cuidadosamente destacada do vaso, expondo a coifa aparente no fundo deste.
Entao, com uma lamina, foi possivel seccionar a coifa (RT1) com a rizosfera aderida
(SR1). Para destacar as particulas de substrato aderidas na coifa, foi feita a
agitacdo manual do tecido em um tubo eppendorf estéril, e por vezes, utilizado um
pincel. A coleta dos compartimentos superiores em relacdo ao eixo radicular foi
realizada em seguida. Com as regides RT1/SR1 removidas, foi retirado o excesso
de solo do torrao, e a rizosfera da zona de ramificacao (SR2) foi separada da raiz
(RT2) por agitagao manual e também com o uso de pincel, sobre uma placa de Petri

estéril.

A 4

(«)
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Figura 5. Esquema ilustrativo da origem de cada compartimento do sistema completo
(planta dentro do vaso, a esquerda) e da forma de coleta de cada compartimento
considerado como tratamento neste trabalho (a direita). (Fonte: Autoria prépria,
elaborado no Biorender.com).

Para analisar os parametros da radicula (RT0), 40 sementes foram dispostas
entre 3 folhas de papel Germitest®, enroladas e inseridas em um Becker. No
Becker, foi adicionado um volume de agua estéril equivalente a 3 vezes o peso total
do papel. O béquer com os rolos foi armazenado em uma incubadora BOD a 27 °C
por 3 dias. Passado esse tempo, as radiculas emitidas foram seccionadas com

auxilio de uma lamina estéril.

Tabela 1. Composicado nutricional do substrato, expressa em g/kg, bem como propriedades fisico-quimicas,
como pH e umidade. P (Fésforo); K (Potassio); Ca (Calcio); Mg (Magnésio); C (Carbono); S (Enxofre); Fe
(Ferro); Cu (Cobre); Zn (Zinco); Mn (Manganés), B (Boro); U (Umidade).

Composicao do substrato: propriedades fisico-quimicas

Caracteristica Substrato
pH 49
N (g/kg) 5,04
P (9/kg) 3,77
K (g/kg) 2,1
Ca (g/kg) 5,2
Mg (9/kg) 04
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

5.2 Estimacao da fragao culturavel de microrganismos de solo e raiz
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Os procedimentos de cultivo e de estimacdo de comunidades descritos a
seguir foram realizados conforme DOBEREINER, BALDANI & BALDANI (1995). E

0os meios de cultura utilizados constam no Quadro 2.

Contagem total: Apdés a coleta e o processamento dos compartimentos
(descritos na secao de coleta), 1 g de cada compartimento foi pesado, imerso em 9
mL de solugéo salina, macerado e, entdo, diluido em série até 10”". Em seguida, de
102 a 10*, 100 pL de cada diluicao foram espalhados em placas de Petri contendo

meio de cultura solido NB. As placas foram entao incubadas a 30 °C por 48 h.

Numero mais provavel de diazotréficos: Para estimar o nimero mais
provavel de microrganismos diazotroficos (NMP/mL) apés o processamento descrito
acima, as diluicbes de 10* a 107 foram inoculadas em dois meios de cultura
semi-solidos, JNFB e LGI e incubadas a 30 °C por 7 dias. Passado este tempo, o
NMP foi estimado pela contagem de frascos com formacao de pelicula aerotaxica,

com base na tabela de McGrady.

Contagem seletiva: Para mensurar a comunidade, com base em sua
capacidade de crescer e/ou metabolizar compostos de interesse biotecnoldgico, as
diluicées de 107 foram inoculadas em placas de Petri contendo meios de cultura
sélidos enriquecidos com fosfato de calcio, éxido de zinco, caseina e celulose, e

incubadas a 30 °C por 7 dias.

Quadro 2. Meios de cultura ou compostos principais presentes em meios minimos de cultura,

seguidos dos grupos microbianos-alvo de cada um deles, bem como suas referéncias bibliograficas.

Meios de cultura utilizados para contagem e determinagao do NMP

Meio de cultura/Base Microrganismos-alvo Origem/Adaptagao

Nutrient Broth (NB) Generalistas BALDANI et al., 2014
Fosfato de Calcio Solubilizadores de fosfato BERRAQUERO et al., 1976
Oxido de Zinco Solubilizadores de éxido de zinco | BERRAQUERO et al., 1976

Proteina Proteoliticos SHARMA et al., 2015

Celulose Celulolitica KHATIWADA et al., 2016
JNFB Diazotroéficos BALDANI et al., 2014
LGI Diazotroéficos BALDANI et al., 2014
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5.3 Atividade microbiana

A atividade enzimatica mensurada pelo método de hidrolise do diacetato de
fluoresceina (FDA), feita no solo e nos tecidos vegetais, € uma forma indireta de
mensurar a atividade microbiana em diferentes amostras de forma comparativa.
Para tal, utilizaram-se 0,5 g de amostra de cada um dos compartimentos; os
compostos por tecidos radiculares foram macerados apds a pesagem. Em seguida,
as amostras foram adicionadas a tubos contendo 6 mL de tampao fosfato 0,05 M e
120 pL de diacetato de fluoresceina diluido em acetona (1 g/L). Os tubos foram
entao incubados em shaker rotatério por 1 h a 30 °C e 160 RPM, abrigados da luz.
Em seguida, para interromper a reacao e liberar o restante da fluoresceina, foram
adicionados 6 mL de acetona a 50% aos tubos, que foram centrifugados por 6
minutos a 5000 RPM. Entao, uma aliquota de 200 L foi transferida para uma placa
de 96 pocos, e o resultado foi lido em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 492 nm (SWISHER & CARROLL, 1980). Para converter o valor de densidade
optica em fluoresceina (ng/uL), o valor branco foi subtraido dos demais, e foi

considerada como base uma curva de fluoresceina montada durante o ensaio.

5.4 Microscopia de varredura

As amostras para Microscopia Eletrobnica de Varredura (MEV) serao
preparadas a partir dos segmentos de raiz. Os segmentos serdo fixados
imediatamente apds a coleta em paraformaldeido (4%) e glutaraldeido (2,5%) em
tampao cacodilato (0,05 M, pH 6,8) por 24 horas. Em seguida, serdo lavados trés
vezes em tampao cacodilato [0,05 M]. Dado este processo, as amostras seréao
desidratadas em série, em alcodis crescentes (15, 30, 50, 70, 90 (3x) e 100% por 1
h cada) e, em seguida, completamente secas pelo ponto critico do dioxido de
carbono no Critical Point Dryer (CPD 030, BAL-TEC, Alemanha). Os segmentos
entdo, serdo organizados em suportes de aluminio, metalizados com prata ionizada
e observados em microscépio eletrénico de varredura, (modelo EVO® — 40 Zeiss),
de acordo com CANELLAS, 2014.
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5.5 Microscopia optica de campo claro

Para microscopia éptica de campo claro, raizes de soja foram submetidas a
coloracdo com cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio (TTC), utilizando-se uma solugéo de
0,1% por 2 h. Ap6s a coloragédo, as raizes foram transferidas para um novo
recipiente contendo solugédo de hidroxido de potassio (KOH) a 2,5% por 40 min, a

fim de extrair o excesso de corante e permitir uma melhor observagéo.

Em seguida, os compartimentos RT1 e RT2 foram seccionados, montados em
ldaminas contendo agua destilada estéril e analisados em microscopio de campo
claro (Axioplan, Zeiss). A presenca de microrganismos metabolicamente ativos foi
inferida pela reducado do TTC da forma soluvel e incolor para a forma insoluvel de
cor vermelha. (SANTOS et al., 2021).

5.6 Perfil metabodlico das comunidades microbianas

Para analisar o consumo de diferentes fontes de carbono pelas comunidades
residentes de cada compartimento, foi utilizada a técnica de cultivo das
comunidades em Ecoplacas (Biolog Ecoplates®). As Ecoplacas sao placas de 96
pocos, contendo 31 diferentes fontes de carbono em triplicata, nas quais séo
inoculadas amostras ambientais, além de 3 pogos-controle, nos quais € inoculado o
branco. A atividade metabdlica é detectada por meio de uma mudanca de cor nos
pocos, devido a redugéo do corante de tetrazoélio aderido ao fundo. Para mensurar o
consumo de fontes de carbono pelas comunidades, as placas sao inoculadas e
incubadas a 30 °C, abrigadas da luz, e, entdo, a cada 8 h, sdo submetidas a leitura

em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 590 nm (INSAM, 1997).

Primeiramente, foi separado e pesado 1 g das amostras coletadas em cada
compartimento e foram preparados tubos com 9 mL de solugdo salina para a
preparacao de uma diluicao seriada. As diluicbes foram plagueadas em meio de
cultura NB e incubadas por 2 dias a 30 °C, a fim de observar o ritmo de crescimento

de cada uma e realizar uma contagem, para escolher a diluicao a ser inoculada nas
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Ecoplacas, de modo a permitir acompanhar o consumo dos substratos ao longo de
5 dias. Escolhida a diluicdo de 10, as placas foram dispostas em fluxo laminar,

inoculadas com 150 pL das amostras e incubadas por 5 dias.

Para analisar os resultados, os dados foram tratados primeiro. A fim de subtrair
a densidade do inéculo dos resultados, o valor mensurado no tempo 0 de cada
placa foi descontado dos valores dos demais tempos (GARAU et al.,, 2007).
Posteriormente, a média dos valores dos pogos-controle foi subtraida dos valores

dos demais pocos.

O calculo do desenvolvimento médio da cor dos pogos (AWCD) foi realizado
segundo GARLAND & MILLS (1991) e utilizou a férmula abaixo, na qual “ci”
representa a densidade média de cada poco, “R” a média dos pogos-controle e “n” o
numero de substratos (neste caso, como o calculo foi feito ap6s a obtencéo da
média das triplicatas, n = 31). O mesmo principio foi utilizado para calcular o
desenvolvimento meédio dos grupos de fontes de carbono (SAWCD), com a
diferenca de que “n” corresponde ao numero de substratos de cada grupo (CHOI &

DOBBS, 1999).
AWCD = (Ci-R)n

Os calculos da diversidade de Shannon (H’) e da uniformidade de Shannon (E)
foram realizados conforme SOFO, MINNINI & RICCIUTI (2020). Para esses
calculos, foi escolhido o tempo de 96 h (YUAN et al.,, 2011), que representa o
momento 6timo de consumo na maioria das placas. O primeiro mede a diversidade
funcional das comunidades a partir do numero de substratos que elas sao capazes

de metabolizar.
H' = - pi (In .pi)

Ja o calculo da uniformidade de Shannon (E) visa avaliar a uniformidade do
consumo de fontes de carbono ao longo de um determinado periodo. Para tal, ele
usa o resultado da diversidade (H’), dividido pelo logaritmo natural da riqueza (S). A

riqueza equivale ao numero de substratos com valor superior a 0,250.

E =H'InS
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5.7 Extracao de DNA e Sequenciamento

O DNA total foi extraido a partir de 0,25 g de amostras compostas de cada
compartimento, empregando o kit PowerSoil® DNA Isolation (QIAGEN, Hilden,
Alemanha), conforme as instru¢des do fabricante. As amostras de raiz previamente
coletadas foram lavadas e maceradas em cadinho com pistilo. Ja as amostras de
solo e de rizosfera foram submetidas a sonicagcédo antes da extragcédo e, em seguida,
processadas diretamente com os reagentes do kit. A integridade do DNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio
(0,5 pg/mL), submetida a 120 V por 35 minutos e observada sob luz ultravioleta. A
quantificacdo do material extraido foi realizada no NanoDrop™ (Thermo Fisher
Scientific). Para a analise do DNA bacteriano, utilizou-se a regidao V4 do gene 16S
rRNA (primers 515F e 806R) (Tabela 2). Para o DNA fangico, a regiao ITS2 (internal
transcribed spacer 2) foi amplificada com os primers ITS9F e ITS4R (LUNDBERG et
al., 2013). As amostras foram entdo submetidas ao sequenciamento na plataforma

MiSeq (lllumina) pela empresa NGS Solugbes Genémicas.

Tabela 2. Sequéncias de primers bacterianos e fungicos utilizadas para amplificar as regides de
interesse para analise de metabarcoding, acrescidas de um numero de pares de bases nas
extremidades.

Primers utilizados para analise de metabarcoding

Primers bacterianos  515-Foward 806-Reverse

Sequéncias GTGCCAGCMGCCGCGGTAA GGACTACNVGGGTWTCTAAT
Primers fungicos ITS9-Foward ITS4-Reverse

Sequéncias GAACGCAGCRAAIIGYGA TCCTCCGCTTATTGATATGC

Apds o sequenciamento, os arquivos FASTQ resultantes foram analisados no
ambiente R. Inicialmente, os arquivos Fastq tiveram sua qualidade avaliada com a

ferramenta FASTQC (https://github.com/s-andrews/FastQC). As sequéncias de
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adaptadores foram removidas com o plugin Cutadapt 4.8 (MARTIN, 2011). O
processamento posterior dos dados foi realizado com o pacote DADA2, seguindo o
protocolo recomendado pelos autores com pequenas adaptacdes
(https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html). Os parametros ajustados para o filtro
de qualidade incluiram: truncLen = c¢(220, 140), maxEE = c(2, 5) e truncQ = 2,
mantendo os demais valores como padrdo. Apés o processo de filtragem, o
aprendizado das taxas de erro e a inferéncia das amostras, os dados de alta
qualidade foram utilizados nas analises subsequentes. As leituras limpas foram
demultiplexadas com base em seus codigos de barras unicos. A partir do pipeline do
DADA2, foram obtidas as variantes de sequéncia de amplicon (ASVs), resultando

em uma tabela de abundancia.

As ASVs representam sequéncias Unicas, com qualidade refinada, analogas as
unidades taxonémicas operacionais (OTUs). A atribuicdo taxonémica foi realizada
utilizando o classificador bayesiano nativo do DADA2, comparando as sequéncias
com o banco de dados Silva (versao silva_nr99 v138.1_train_set.fa.gz), adotando
um critério de similaridade de 100%. As ASVs relacionadas a cloroplastos e
mitocéndrias foram removidas da analise. Posteriormente, os dados foram rarefeitos
e utilizados em analises de comunidades microbianas com o auxilio dos pacotes
vegan, phyloseq, metacoder e microeco. Para as sequéncias ITS fungicas, as ASVs
foram classificadas com o recurso classify-sklearn do QIIME2 (BOKULICH et al.,
2018), empregando o banco de dados UNITE 138 Ref NR 99 treinado com o
classificador Naive Bayes (QUAST et al., 2012).

5.8 Extracao de RNA e Sequenciamento

A extracao de RNA total foi realizada apenas nos compartimentos de tecido
radicular RT1 e RT2; para tal, aqueles destinados a essa analise foram lavados com
agua estéril em tubos Eppendorf ap6s a coleta. Em seguida, aproximadamente 50
mg de tecido vegetal provenientes dos tratamentos foram macerados em nitrogénio

liquido, utilizando gral e pistilo previamente resfriados. O RNA total foi extraido com
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o reagente TRIzol® (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.), conforme as

instrucdes do fabricante.

Foram utilizadas vinte réplicas biolégicas para cada tratamento, resultando em
quatro réplicas independentes. A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose a 1,7% (m/v), corado com brometo de etidio (0,5 ug mL™) e
visualizada sob luz ultravioleta (UV). A qualidade e a concentragdo do RNA foram
determinadas com o NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, EUA) e o Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies, EUA). Todas as amostras apresentaram numero de
integridade do RNA (RIN) superior a 9,0.

A construcao das bibliotecas e o sequenciamento de RNA foram realizados
pela empresa Macrogen (Seul, Republica da Coreia). As bibliotecas foram
preparadas com o kit lllumina TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit e o
sequenciamento foi conduzido na plataforma NovaSeq 6000 (lllumina, EUA).

As leituras brutas pareadas (paired-end) foram inicialmente avaliadas quanto a
qualidade das bases, a presenca de adaptadores e a possiveis contaminagdes,
utilizando o software FastQC. Em seguida, as leituras foram submetidas a filtragem
pelo software Trimmomatic (v0.36) (BOLGER et al., 2014), empregando os
parametros padrao (tamanho de janela = 4, qualidade média minima = 15 e

comprimento minimo de leitura = 36 pb).

As leituras filtradas foram alinhadas ao genoma de referéncia da soja (Glycine
max, versao Glycine_max_v2.1) com o software HISAT2 (v2.2.1) (KIM et al., 2015).
Os arquivos gerados no formato SAM foram convertidos para o formato BAM e,
posteriormente, ordenados com o auxilio do software SAMtools (v1.17). A
montagem e a quantificacdo dos transcritos foram realizadas com o software
StringTie (v2.2.1). A quantificacdo da expressao génica foi obtida a partir dos
resultados do mapeamento de leituras, com os valores normalizados em Transcripts
Per Million (TPM).

A analise de expressao diferencial foi conduzida com o objetivo de identificar
genes diferencialmente expressos (DEGs) utilizando o pacote DESeg2 no ambiente

R (v4.4.2). Foram considerados diferencialmente expressos 0s genes que
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apresentaram valor de P < 0,05 e variacao de expressao superior a duas vezes (fold

change > 2 para genes induzidos ou < 0,5 para genes reprimidos).

A analise de agrupamento hierarquico foi realizada para avaliar a similaridade
entre as amostras, com os resultados apresentados em mapas de calor (heatmaps)
e em dendrogramas. Adicionalmente, foi conduzida andlise de enriquecimento de
conjuntos génicos com base na base de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG), considerando genes com diferengas estatisticamente

significativas.

5.9 Analise estatistica e elaboragao de graficos e figuras

A estatistica aplicada aos dados obtidos nos ensaios de analise da fracao
cultravel e da FDA foi calculada no R (R Core Team 2023). Os efeitos dos
tratamentos aplicados nos ensaios foram comparados através de analises de
variancia ANOVA (Funcado AOV, pacote base, R Core Team 2023). Para todas as
analises foi assumido um erro de 5% (a = 0.05), e em seguida foi realizado teste
Tukey de comparacao multipla a posteriori (funcado TukeyHSD, pacote base, R Core
Team 2023). As analises ecolbgicas de alfa-diversidade aplicadas as comunidades
bacterianas e fungicas foram calculadas com base nos indices de Shannon e de
Chao1. A beta-diversidade das comunidades bacterianas e fungicas foi calculada a
partir de matrizes de abundancia de ASVs e avaliada com base na matriz de
dissimilaridade de bray-curtis. O mesmo método foi aplicado ao sequenciamento de
transcritos, no qual a matriz-base foi elaborada com base no nimero de reads.
Aspectos referentes a proximidade entre as comunidades dos diferentes
compartimentos, bem como entre suas amostras de origem, foram visualizados por
meio de Analise de Coordenadas Principais (PCoA). Para elaboracao dos mapas de
calor referentes ao transcriptoma a ecoplaca, os valores foram convertidos para o
Log na base 10, e foi utilizado o pacote “pheatmap” para desenhar o grafico
(KOLDE & KOLDE 2015). A analise dos dados de metabarcoding foi possivel com
os pacotes Phyloseq (MCMURDIE & HOLMES, 2012) e Microeco (LIU et al., 2015),
no ambiente Rstudio. Os pacotes ggplot2 (WICKHAM, 2016) e RColorBrewer
(NEUWIRTH, 2014) foram utilizados na elaboracdo dos graficos. As figuras de
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autoria propria foram desenvolvidas na plataforma Biorender.com (BIORENDER,
2025), e a lapidacao de algumas figuras, bem como a elaboragao de pranchas e a
organizacdo de imagens, foram realizadas na plataforma Canva.com (CANVA,
2025).

6. Resultados

Apds 10 dias de crescimento em casa de vegetacdo, as plantulas foram
colhidas; os compartimentos foram cuidadosamente separados e processados para
as analises mencionadas, em sistemas de amostragem compostos. Os resultados

observados estdo descritos abaixo.

6.1 Capacidade funcional das comunidades

Em todos os meios seletivos inoculados, houve crescimento de colénias de
bactérias e de fungos oriundos das comunidades associadas aos compartimentos.
Observando a figura 7, & possivel observar distingdes na morfologia das
comunidades (cor, bordo, brilho, textura, tamanho) e na interacdo com o principal

substrato suplementado nos meios.
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A Celulose  Fosfato de Calcio  Caseina Oxido de Zinco

Figura 7. (A) Placas com meios de cultura seletivos inoculadas com a diluigido de 102 células de
cada compartimento estudado. E (B) meios de cultura semi-sélidos LGl e JNFB, inoculados com a
diluicdo de 10* células, exibindo pelicula aerotatica.

O meio suplementado com 6xido de zinco apresentou abundancia de colbnias,
em contraste com a baixa diversidade aparente, inferida pela semelhanca entre as
col6nias que cresceram, o que pode indicar o crescimento de uma espécie ou grupo
dominante quando disponivel o respectivo suplemento do meio. No meio de cultura

suplementado com caseina, a atividade proteolitica foi distinta entre os
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compartimentos comparados, € possivel ver a formagcao de halo clarificado ao
entorno das comunidades inoculadas, no entanto o niumero de colénias & baixo nas
comunidades BS (15) e SR2 (~25), enquanto nos demais compartimentos,
apresentou valores incontaveis. O meio suplementado com fosfato de calcio
apresenta a maior diversidade aparente de coldnias, que, apesar de se misturarem,
o que impossibilita a contagem (assim como no meio suplementado com celulose),
exibem o halo indicativo de atividade solubilizadora no entorno das comunidades.
Ainda referente a esse substrato, na placa correspondente a SR2 estabeleceu-se
um cenario de antagonismo entre um fungo e bactérias que cresceram do lado
oposto da placa. As placas que continham celulose, apés reveladas com solucao de
Lugol, apresentaram diversidade de comunidades e de consumo da matéria-prima.
As comunidades rizosféricas (SR1 e SR2) foram as que menos aproveitaram o
conteudo de celulose do meio, enquanto as do solo (BS) e da coifa (RT1)

consumiram com maior avidez.

Os meios de cultura semissolidos demonstraram que, em todos os
compartimentos, havia microrganismos potencialmente fixadores de nitrogénio. Isso
pode ser inferido a partir da observacao da formacao de pelicula aerotatica sobre os
meios, com o propdsito de isola-los da coluna de ar capaz de inibir a atividade da

nitrogenase.

A partir dos diferentes meios de cultura, muitos microrganismos foram isolados
conforme a forma como se distinguiam em cada comunidade observada, com o
objetivo de caracteriza-los separadamente no futuro e realizar ensaios bioquimicos,

visando promover o crescimento vegetal.

O desenvolvimento médio da cor dos pogos da ecoplaca, avaliado a cada 8
horas, demonstrou que cada comunidade apresenta um ritmo de consumo dos
substratos em geral, enquanto os indices ecolégicos aplicados mostram padrbes
semelhantes no que tange a diversidade do consumo (Figura 8).
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Figura 8. A aplicacdo de indices ecolégicos, como forma de medir padrées de consumo de substrato
pelas bactérias, permite compreender melhor a diversidade dessa capacidade metabdlica (A) e a
uniformidade desse consumo (B). O valor médio do desenvolvimento da cor dos pogos (AWCD)
representa a progressédo do consumo ao longo de toda a placa em cada comunidade (C).

Durante as primeiras 16 horas, as comunidades nao apresentaram consumo
significativo dos substratos presentes nos pogos (Figura 8-C). Ap6s esse periodo, o
consumo foi exponencial em todas as comunidades, em todos os compartimentos. A
comunidade de SR2 apresentou maior eficiéncia, consumindo em ritmo acelerado
até as 56 horas, enquanto a comunidade de RT1 apresentou um consumo médio
mais lento. As demais comunidades apresentaram valores médios de consumo em
comparagdo com esses dois extremos, e assim como os demais, apresentou
consumo estavel apés 72h.

No inicio do ensaio, a medida que cada comunidade comeca a se desenvolver
nos pogos e a metabolizar seus substratos, os valores de H’ tornam-se mais
distintos (Figura 8-A). RT1 apresenta os menores valores ao longo de quase todo o

ensaio, iniciando em 3,7 e finalizando em 4,47 — ainda que proximo dos demais, o
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menor. A respeito da uniformidade do consumo desses substratos (Figura 8-B), as
comunidades de todos os compartimentos foram semelhantes ao longo do ensaio.
Houve um aumento exponencial entre as 16h e as 24h, no qual a comunidade
microbiana do solo atingiu o pico de 1,3,e, nas 8h seguintes, todas as comunidades

se estabilizaram, apresentando E = 1.

O mapa de calor elaborado na Figura 9 permite compreender a dindmica do
consumo final de cada substrato na ecoplaca, e o dendrograma, na parte superior,

agrupa os compartimentos com base em semelhangas nesse consumo.
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Figura 9. Mapa de calor mostrando a taxa de consumo final de 31 substratos diferentes pelas
comunidades de cada compartimento, cultivadas em Ecoplacas Biolog por 112 horas de incubacéo.
Tons mais escuros de vermelho indicam maior consumo, enquanto tons mais escuros de cinza
indicam menor consumo. Ao lado do mapa de calor esta sinalizado a que grupo de fontes de carbono

pertence cada substrato.
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Todas as comunidades foram capazes de metabolizar os substratos
disponiveis, exceto o acido alfa-cetoglutarato e o acido 2-hidroxibenzdico, que nao
foram metabolizados pela comunidade RT1 e apresentaram baixas taxas de
consumo em relacdo as demais comunidades. Os substratos mais consumidos em
geral foram os carboidratos, enquanto os menos aceitos foram os compostos
fendlicos. A comunidade oriunda de SR2 apresentou as maiores taxas de consumo
gquando comparada as demais, enquanto RT1 apresentou os menores valores em
praticamente todos os substratos. O agrupamento realizado com base nas
distancias euclidianas entre os compartimentos, mostra que além do claro
distanciamento entre RT1 e SR2, este ultimo estda mais préximo do consumo de
RT2, enquanto o consumo de SR1 & mais préximo do consumo da comunidade do

solo-a-granel (Figura 9).

6.2 Microscopia e expressao génica diferencial em raizes

A microscopia eletrénica de varredura auxilia a elucidar diferengcas entre os
compartimentos RT1 e RT2 por meio de variagdes topograficas que podem
influenciar o estabelecimento de microrganismos (Figura 10). A prancha 1 destaca
regides da zona de ramificacdo que fornecem habitats para microrganismos que

possam obter alguma vantagem adaptativa.

Por exemplo, as axilas das raizes laterais (C), que servem como porta de
entrada para o interior da planta de microrganismos endofiticos, como o
Herbaspirillum (citar). Além delas, os pelos radiculares (B) servem como pontos de
ancoragem para o agregamento de biofilme (F) e de microrganismos ali imersos. O
rizoplano da zona de ramificacdo (A), protegido pela abundancia de pelos, pode

fornecer uma regiao abrigada (D) do contato direto com as particulas do solo.
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Figura 10. Microscopia eletronica de varredura das duas regides radiculares analisadas: Zona de
ramificagcédo (RT1) e Coifa + Zona de alongamento (RT2), destacando tragos da sua estrutura e a

presenca de microrganismos na sua superficie.

A coifa e zona de alongamento (Prancha 2) por sua vez, se revelam como
regides de maior exposicdo, e que oferecem menor superficie de contato, isso
decorrente das fungdes de cada uma das extremidades para a fisiologia e interacéao

das plantas com o meio. Em A, D e F é possivel observar bactérias que se
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destacam sobre o rizoplano, enquanto B e E apresentam uma coifa colonizada por
hifas fungicas. Ainda, a figura C mostra um agrupamento semelhante a um biofilme

bacteriano.

O TTC, ao entrar em contato com as células, age como indicador da atividade
metabdlica microbiana ao ser reduzido e corar as regiées onde esta ligado (BROWN
et al., 2013). Assim, a pigmentacao nas raizes indica colonizagdo microbiana
(Figura 11).

1000 pm EG00 ym

1000 pm | 1000 pm

1000 pm 1000 pm

Figura 11. Raizes coradas com tetrazolio indicando a presenca de micro-organismos em regiées

com acumulo de pigmentacéo avermelhada.
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Para ter como base, a figura 11-A representa uma zona registrada em RT2,
totalmente ausente de microrganismos, na qual ndo se observa pigmentagdo. As
imagens 11-B, 11-C e 11-D foram obtidas na mesma regido radicular. A primeira
permite observar o acumulo de pigmentos nos pelos radiculares, e as duas figuras
seguintes mostram que o pigmento se acumula em areas prdximas a insergcao das
raizes laterais. A figura 11-E representa um trecho da zona de alongamento, no qual
se observa acumulo de pigmentos no interior, indicando a presenca de
microrganismos endofiticos que provavelmente alcangcaram essa regiao por meio da
coifa (BARBOSA et al., 2015). O maior acumulo de pigmentos foi observado
exatamente na coifa (Figura 11-F), em um tom mais escuro na sua extremidade que

se desvanece sentido a zona de alongamento.

Ao todo, 57.148 genes foram mapeados com base no genoma de Glycine max
v2.1. A partir destes, 38.802 obtiveram uma quantidade estatisticamente significativa
de reads (ou seja, foram de fato expressos na amostra). Mais dados sobre o

alinhamento e a qualidade dos transcritos: vide Apéndice A - Tabela 5.
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Figura 12. Analise de componentes principais capaz de explicar a distingdo entre os compartimentos

a partir da raiz total (CR), por meio de seus genes diferencialmente expressos.

Os compartimentos compostos por tecido radicular - RT1 e RT2 - bem como a
raiz completa (CR) apresentaram expressao génica diferencial quando comparados,
com 30% de variancia explicada no eixo Y e 67% no eixo X entre os

compartimentos e a raiz completa (Figura 12).

Comparagdes entre os compartimentos analisados sobrepostos a raiz total
mostraram diferencas significativas no perfil de expressao génica, com mais genes

down-regulados do que up-regulados (Figura 13).
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Figura 13 .Os graficos “vulcao” indicam os padrdes de expressdo comparados entre a raiz total (CR)
e as zonas RT1 (A) e RT2 (B). Enquanto os conjuntos (C) mostram o numero de genes Up e Down
regulados, unicos e compartilhados, em cada compartimento quando comparados a raiz completa.

Os graficos vulcéanicos (Figura 13-A e B) foram desenvolvidos para representar
0 posicionamento dos genes, com base na expressao relevante de GDEs ou nao
significativos. Os pontos cinza proximos a linha tracejada (log2 fold change = 0)

representam genes cuja expressao nao foi significativa para up- ou down-regulacao.
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Pontos azuis abaixo do cinza representam genes down-regulados, que, na figura
13-A, se estendem de log2 FC =-1 a -7,5, com amplitude maior do que a observada
na figura 13-B (-1 a -4). O padrao de genes up-regulados opde-se ao mencionado
anteriormente. Pontos vermelhos no grafico indicam, na figura 13-A, que os genes
up-regulados em RT1 alcangam valor maximo de log2 FC = 5, enquanto, na figura
13-B, os genes up-regulados em RT2 chegam a atingir valores préximos de 8.

Comparagdes entre cada compartimento e a raiz completa indicaram que, na
zona apical (RT1), a expressao diferencial identificou 838 genes up-regulados e
1465 genes down-regulados. A zona de ramificagdo e emissao de pelos (RT2)
apresentou mais genes up-regulados (845) do que genes down-regulados (854).
Além disso, 414 genes foram up-regulados em ambos os compartimentos, e, para
os down-regulados em comum, esse numero foi 2,5x maior (1029 genes) (Figura
13-C).

A figura 14 foi elaborada para ranquear os 30 genes up-regulados mais
expressos em RT1 vs. CR acompanhados de sua ontologia. O termo GO que
apresentou o maior numero de genes (20) foi relativo a uma “proteina da familia de
proteinas ribossomais L31”. E os maiores valores de expressao (-log10 > 0,30)
foram observados nesse mesmo gene e no “fator 4G de iniciagéo da translagdo em

eucariotos”.
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RT1 vs CR - Up regulados

Top 30 Termos GO enriquecidos
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Figura 14. Os 30 termos “Gene Ontology” mais expressos no tecido da coifa (RT1) em comparagao a

raiz completa.

Outros genes relacionados a estrutura e a fisiologia deste compartimento radicular
compdem o modelo, com numero de genes entre 1 e 15 e valores de expressao =
-log10 < 0,20.

Ja a figura 15 apresenta o ranking dos 30 genes up-regulados mais expressos
em RT2 vs. CR, acompanhado de sua ontologia. Os termos GO que apresentaram
maior numero de genes (12-16) foram relativos a “helicase “PIF1”, “proteina
relacionada a extrusdo de prétons do tipo CemA”’, “superfamilia de proteinas
oxigenase dependentes de 20G e Fe2“, e a “proteina da familia de proteinas
ribossomais L31”, que também foi observada no outro compartimento (figura 19). Os
maiores valores de expressado (-log10 > 0,14) foram vistos nas duas primeiras
citadas e em outras 8: “aspartil protease”, Cisteina proteinase”, Beta-galactosidase
3”7, proteina de dominio XH/XS”, “co-regulador transcricional SEUSS”, “proteina da
familia NDPK/NME” e “proteina da familia “NTF2”.
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RT2 vs CR - Up regulados

Top 30 Termos GO enriquecidos
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Figura 15. Os 30 termos “Gene Ontology” mais expressos no tecido da zona de ramificagdo (RT2)
em comparagao com a raiz completa.

Outros genes relacionados a estrutura e a fisiologia deste compartimento radicular
compdem o modelo, com numero de genes entre 1 e 8 e valores de expresséo =
-log10 < 0,13.

Dentre os genes diferencialmente expressos identificados na analise, foram
selecionados genes relevantes para a interagao planta-microrganismo, como genes
ligados a producdao de flavonoides e isoflavonoides (Figura 16), utilizados na
sinalizacao para nodulagcao, e genes ligados a sintese de diferentes compostos de
carbono, relevantes para o metabolismo vegetal, mas também de interesse de

alguns grupos microbianos, como citrato e sacarose (Figura 17).
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Figura 16. Mapas de calor comparam a expresséo diferencial de genes ligados a producéo de
compostos relevantes para a comunicagéo entre a raiz e os microrganismos fixadores de nitrogénio.
Na escala de cores, o vermelho indica valores mais elevados de express&o, enquanto o azul,
menores (a escala foi elaborada a partir do Log2 TPM + 1 e da média das réplicas). Os codigos

GLYMA referem-se a nomenclatura de cada gene avaliado.

A maioria dos genes associados a biossintese de flavonoides e isoflavonoides
(Figura 16) apresentou expressao diferencial entre os compartimentos radiculares
analisados (RT1 e RT2). Entre os genes avaliados, aquele que codifica uma
proteina do tipo histidina quinase 1 apresentou expressao uniforme ao longo de toda
a raiz (CR). Por outro lado, o gene codificante da enzima chalcone-flavone
isomerase apresentou expressdo em ambos os compartimentos, com maior
intensidade em RT1. Neste mesmo compartimento, predominou a expressao de
beta-glucosidase 42. Em contraste, o gene codificante da flavona 3-hidroxilase

apresentou maior expressdo em RT2, enquanto era pouco expresso em RT1.
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Figura 17. Mapas de calor comparam a expresséo diferencial de genes ligados a producgao de
compostos de carbono. Na escala de cores, o vermelho indica valores mais elevados de expresséo,
enquanto o azul, menores (a escala foi elaborada a partir do Log2 TPM + 1 e da média das réplicas).

Os cédigos GLYMA referem-se a nomenclatura de cada gene avaliado.

A expressao de genes da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) foi maior em
RT1, enquanto RT2 apresentou maior expressao de genes associados a citrato
sintase. Além disso, a maioria dos genes envolvidos na sintese de sacarose e de
amido apresentou distribuicdo ao longo de toda a raiz (CR), que também expressou
alguns genes relacionados a producgédo de citrato e a atividade da fosfoenolpiruvato
carboxilase (Figura 17). Diferentemente da expressdo dos genes associados ao
metabolismo de flavonoides (Figura 16), a sintese de compostos de carbono foi

mais uniformemente distribuida entre os compartimentos.

6.3 Dimensoes, distribuicdo e ecologia das comunidades

O numero de unidades formadoras de col6nia observado € maior no solo a

granel (BS), com aproximadamente 1,3 x 10"7 microrganismos, e decai ao longo
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das rizosferas, em direcao aos tecidos radiculares, onde se observa o menor valor

no tecido da zona de ramificagédo (RT2), de aproximadamente 4.0x10° (Figura 16-A).
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Figura 18. Numero de unidades formadoras de col6nia resultante da contagem (A), seguido do
numero de fluoresceina liberada pela comunidade de cada compartimento (C) e do numero mais
provavel de células/mL (NMP) nos meios de cultura JNFB (B) e Igi (D).

O NMP/mL observado no meio JNFB (Figura 16-B) apresentou valores
estatisticamente semelhantes em todos os compartimentos (ADICIONAR VALOR
DE P), com valores entre 1.2x10” e 1.5x10”; com excecado de SR2, que apresentou
NMP/mL = 3.0x10% um valor em torno de 4 vezes menor que o observado nos
demais compartimentos. No meio LGI (Figura 16-D), o padrao se repetiu: SR2
apresentou 3,6 vezes menos micro-organismos diazotréficos do que a segunda
menor comunidade (BS). Enquanto SR1 e RT2 apresentaram os maiores valores e

se assemelham estatisticamente. As fontes de carbono que diferem entre os meios
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de cultura foram aproveitadas de forma semelhante pelas comunidades, sem

distincao relevante.

A menor atividade microbiana foi observada no solo (Figura 16-C), com
densidade O6ptica de 1, equivalente a aproximadamente 14 pg/mL. Os
compartimentos de rizosfera apresentaram os valores mais altos, diferindo
estatisticamente dos demais, mas nao entre si, com média de 32 pug/mL, 2,4 vezes
mais alta do que o solo a granel.
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Figura 19. indices ecologicos aplicados as comunidades bacterianas dos compartimentos, que
representam o numero de espécies (l), a diversidade alfa (ll) e a diversidade beta (lll).

O indice Chao? (Figura 17-1), que representa o numero de espécies
bacterianas em cada compartimento, considerando valida a presenca de espécies
raras em cada amostra, destaca o solo como o ambiente mais rico em espécies,
com mais de 750, enquanto as rizosferas apresentam nimero menor, mas, em SR2,

se relaciona com ambos os outros. Nos tecidos radiculares, o numero de espécies
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observado é consideravelmente menor: RT2 apresenta um terco do numero de

espécies presentes no solo, e em RTO, o numero esta na casa das dezenas.

O indice de Shannon (Figura 17-ll) ordena os tratamentos de forma
semelhante. O solo é o ambiente mais diverso entre os compartimentos, aqui
igualado a SR2 (ambos com média de 5,5). Enquanto isso, os demais
compartimentos se diferenciam mais, com H’ = 5,3 para SR1, e valores entre 4 € 4,2
para RT1 e RT2 respectivamente. Em RTO, o resultado € a metade do observado
nos demais compartimentos teciduais (S = 2). A diversidade beta (Figura 17-1ll), por
meio da comparacao dos taxons de cada comunidade bacteriana, comparando-as
umas com as outras, demonstra que as comunidades observadas sao de fato
distintas, com 51,6% da variagdo sendo explicada pela distancia do eixo X, e 20,9%
pela distdncia do eixo Y corroborando a identidade de cada comunidade como

individual e unica.

A analise dos dados sequenciados por metabarcoding da regido V4 do rRNA
16S identificou, apds os procedimentos de filtragem de qualidade, correcao de erros
e remocao de sequéncias quiméricas, 3.397 ASVs bacterianas. O numero de
leituras (reads) presentes em cada amostra, ao inicio e ao final do processamento,

encontra-se descrito no Apéndice A — Tabela 1.
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de bactérias mais abundantes observados (Il). O diagrama de Venn destaca o numero de taxons

exclusivos e compartilhados em cada compartimento (lll).

O solo e as rizosferas consolidam-se como os ambientes mais diversos, nos
quais ha maior equilibrio na distribuicdo das dez ordens mais abundantes. Nos
tecidos radiculares, por outro lado, a ordem Burkholderiales se mostra mais
abundante, chegando a dominar mais de 30% da abundancia relativa no tecido da
coifa (RT1) e 98% na radicula germinada em sistema axénico (RTO) (Figura 5-I). Ao
observar o sistema de forma linear no sentido Solo — rizosfera — raiz, é possivel
notar que, a medida que Burkholderiales se torna mais abundante, outras ordens,
como Chitinophagales, Ktedonobacterales, Terriglobales e Mycobacteriales, perdem
gradativamente espaco no sistema (Figura 18-I).

Dentre as ordens mais abundantes no conjunto, Ktedonobacterales foi a mais
abundante no solo e em SR2. SR1 apresentou um perfil mais bem distribuido,
perdendo espaco para Burkholderiales e Rhizobiales, que foram as trés mais
predominantes. Nos tecidos radiculares, Burkholderiales apresenta a maior

abundancia relativa, chegando a mais de 30% em RT1 e a 98% em RTO.

A classe mais equilibrada e bem distribuida, ou seja, que sofre menos
influéncia de um unico eixo do sistema, € a Alphaproteobacteria. Dentre as dez
classes mais abundantes, seis de suas distribuicbes sdo mais influenciadas pelo
solo e pela rizosfera. VVerrucomicrobiota tem 60% de seus individuos distribuidos ao
longo da rizosfera, enquanto Bacilli se destaca entre as demais classes, com 90%
de seus individuos ocupando nichos do rizoplano. Ainda, a respeito da distribuicao
na matriz, as classes menos abundantes estdo mais préximas entre si, com excecao
de Verrucomicrobiae, enquanto as de maior abundancia, como Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria e Bacilli, ficam mais isoladas (Figura 18-I1).

O solo apresenta o maior numero de taxons observado no sistema, enquanto
as rizosferas apresentam um numero razoavelmente menor — SR1 e SR2 com
respectivamente 103 e 106 taxons exclusivos a menos. Ja os tecidos radiculares
apresentam um numero de taxons exclusivos consideravelmente menor; RT2 tem

cerca de 25% a menos do que o solo a granel, enquanto RT1 tem 6 vezes menos
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taxons exclusivos. 145 taxons bacterianos sao compartilhados por todos os
compartimentos avaliados; esse numero representa o microbioma central do

sistema, ou o core bacteriano (Figura 18-lll).
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O indice de diversidade de Shannon (Figura 19-A), quando aplicado as
comunidades fungicas, difere das bacterianas ao indicar o compartimento SR1
como o mais diverso (H' = 2,8), embora apresente elementos estatisticos em
comum com o solo, ambiente mais diverso para bactérias. A menor diversidade de
espécies fungicas € observada em RT2, com H' < 1 (Figura 6-1). Segundo o indice
de Chao1 (Il), o solo apresenta-mais de 225 espécies; as rizosferas (SR1 e SR2)
vém em seguida, com aproximadamente 200 espécies cada, enquanto os tecidos
RT1 e RT2 apresentam ~50% menos espécies do que suas respectivas rizosferas.
RTO apresentou o menor numero de espécies fungicas, com menos de 50 (Figura
19-B).

A analise de diversidade beta (Figura 19-C) realizada por meio de PCA explica
80,8% do isolamento das comunidades, com base em seus contelidos taxonémicos
(PCo1 = 50,5% e PCo2 = 30,3%), assegurando, assim, a individualidade das
comunidades fungicas de cada compartimento. Assim como observado na distingao
das comunidades bacterianas (Figura 5), a comunidade do solo (BS) apresenta
maior proximidade com a Rizosfera da zona de ramificacao (SR2), enquanto a RT1

€ a mais distante das demais comunidades na matriz.

A analise dos dados sequenciados por metabarcoding da regido ITS2 do
genoma fungico identificou, apds filtragem de qualidade, correcdo de erros e
remocédo de sequéncias quiméricas, 1.065 ASVs fungicas. O numero de leituras
(reads) presentes em cada amostra ,ao inicio e ao final do processamento

,encontra-se descrito no Apéndice A — Tabela 2.
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de fungos mais abundantes observados (II). O diagrama de Venn destaca o numero de taxons

exclusivos e compartilhados em cada compartimento (lll).

Dentre as dez ordens de fungos mais abundantes em todo o sistema,
Agaricales foi a mais expressiva em BS e nos compartimentos da zona de
ramificacdo (RT2 e SR2). RTO por sua vez, — o Unico compartimento que nao
contém a ordem Agaricales — apresentou 30% de abundancia relativa de Erotiales
e pouco menos de 25% de abundéancia de Mucorales. Além destes, os Hypocreales
e os Microascales, somados, representam menos de 5% do total. Ja nos
compartimentos relativos a zona 1, houve predominancia de Sordariales, que
ocuparam 50% da abundéancia relativa de RT1 e 40% de RS1. A ordem
Trichosporonales estava presente nos compartimentos de solo - BS, SR1 e SR2,
enquanto Microascales estava ausente nos compartimentos RT1 e RT2. Assim
como observado na Figura 5, o solo apresentou a distribuicdo mais regular de
taxons, embora seja dominado por Agaricales (~18%). Neste compartimento,
Saccharomycetales foi a uUnica ordem ausente dentre as 10 mais abundantes,

exclusiva de SR1 (Figura 20-I).

Ascomycota e Basidiomycota foram os filos mais abundantes em todo o
sistema; sua posicao centralizada no diagrama de piramide indica que nao ha
influéncia significativa de uma ou duas regides. Mucoromycota por sua vez, tem sua
presenca fortemente associada a raiz (>90% de influéncia), enquanto
Chytridiomycota (90%) e Kickxellomycota, tendem a rizosfera (com 90% e 70% de
influéncia, respectivamente). O filo Mortierellomycota, cuja distribuicao nao perpassa
os compartimentos de raiz, localiza-se entre o solo (60%) e a rizosfera (40%)
(Figura 20-II).

O solo apresenta o maior numero de espécies (196) exclusivas (196) na
analise apresentada no diagrama de Venn. Em seguida, vém as rizosferas, com 183
espécies exclusivas em SR1 e 130 em SR2 — padrao oposto ao observado em
espécies bacterianas. Os menores numeros de taxons exclusivos estao nas raizes,
um padrdo que se repete — 62 em RT1 e 59 em RT2, com apenas 3
compartilhados. No total, 49 espécies de fungos sdo compartilhadas entre todos os

compartimentos (Figura 20-III).
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7. Discussao

O contraste entre as metodologias empregadas neste trabalho evidencia o que
é sistematicamente ocultado quando se trabalha com abordagens classicas de
cultivo: a fragdo ndo-culturavel. Ela abriga um enorme conjunto de bactérias e
fungos organizados em comunidades complexas e ocupando nichos ecoldgicos
especificos. Em muitos casos, classificamos um microrganismo como nao
culturavel simplesmente por ndo conseguirmos recupera-lo em meios ricos ou
seletivos, ainda que estes simulem parte de seu habitat e fornegam os substratos
necessarios ao crescimento; no entanto, deve-se levar em consideragdo que a
propria comunidade em que esse microrganismo esta inserido - bem como as
interagcdes ali presentes - constitui um componente essencial para o seu
crescimento e estabelecimento. A obtencdo de microrganismos isolados continua
sendo uma etapa central e de suma importancia na produgao de bioinoculantes para
a agricultura, porém, tais protocolos nao capturam a complexidade presente em um
microbioma. Diante deste cenario, a ecologia microbiana se dispde como forte
aliada da biotecnologia para dar passos mais longos no campo da produgao de

bioinsumos de nova geragao e de diagnosticos agricolas mais precisos.

A aplicagdo do indice ecolégico de diversidade de Shannon aos
compartimentos preditos mostrou um padrdo compartilhado entre bactérias e
fungos, no qual o solo a granel apresentou os maiores valores de diversidade,
seguido pelas rizosferas (RS1 e RS2), enquanto os tecidos radiculares (RT1 e RT2)
apresentaram os menores indices. Esse resultado é corroborado pela distribuicao
mais equilibrada das ordens taxonémicas observada no solo a granel (Figuras 5 e 7),

indicando uma comunidade menos dominada por poucos grupos.

Esse padrdao decorre do fato de que o solo é reconhecidamente o maior
reservatério de diversidade biolégica terrestre (CARDOSO; TSAI; NEVES, 1992),
funcionando como uma fonte heterogénea de microrganismos aptos a colonizar
compartimentos associados as raizes, em fungao de suas predilegdes metabdlicas
e de processos de selegdo (HARTMAN et al., 2009; HELGASON & FITTER, 2009). O
solo a granel possui uma dindmica prépria, com microbiota caracteristica,

desenvolvida em fungdo da formacdo desse solo e de suas atividades. A
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germinagao de uma planta pouco modifica a composi¢cdao dessa microbiota, tendo
em vista a comparagao entre a riqueza e diversidade de taxons entre BS e TG, e
levando ainda em consideragdo que parte desses taxons sera suprimida por outros
que ja dominam o solo. A grande perturbacdo causada pela raiz reside em sua
arquitetura e movimentagdo fisica por meio dos estratos do solo
(GALINDO-CASTANEDA et al., 2022) e, principalmente, na producéo e secrecdo de
metabdlitos consolidadas durante o processo de rizodeposigéo (LI et al., 2024; LIU
et al., 2024).

A transicdo do solo para a rizosfera é mediada, em grande parte, por esse
didlogo molecular entre compostos e sinais (SRIVASTAVA et al.,, 2025). Esses
compostos, capazes de atrair microrganismos especificos por quimiotaxia,
favorecem a colonizacdo de grupos com maior afinidade metabolica pelos
exsudatos ali liberados (BAIS et al., 2006; BADRI; VIVANCO, 2009). Dessa forma, a
presenca da raiz impde uma pressao de sele¢do no solo ao redor, impulsionando a

mobilizagdo da microbiota adjacente (GARCIA et al., 2022).

A rizosfera - aqui representada como um ambiente de atividade e diversidade
intermediaria - reflete um ambiente em que ocorre o recrutamento de alguns taxons
mediante a exclusdo de outros. E aqueles que se estabelecem ali e almejam chegar
ao rizoplano devem ser capazes de explorar eficientemente os recursos da
rizodeposicdo e de ultrapassar as barreiras fisicas e imunologicas impostas pela
planta hospedeira (MENGISTU et al, 2020). Esses microrganismos que se
estabelecem no rizoplano, por vezes, suprimem o crescimento de grupos menos
competitivos (PHILIPPQOT et al., 2013).

Esse cendrio leva a dicotomia observada entre a contagem (UFC/g) e
metodologias que mensuram atividade, como FDA e AWCD (Ecoplaca) Assim como
o observado por ABEDINAZADEH; ETESAMI & ALIKHANI (2019), o solo dispés de um
maior numero de UFCs, e é possivel que isso se explique pela amostragem de uma
microbiota abundante e heterogénea, que para chegar ao rizoplano, passa por um
funil em funcdo de suas especificidades metabodlicas e reduz em riqueza e
diversidade (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2004). Em ambientes
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competitivos, como a rizosfera, capazes de impulsionar a atividade de
microrganismos afins ao cenario apresentado, o indice de riqueza de Chaol
mostrou-se uma analise precisa para confirmar o que foi apresentado, levando em
consideracdao até mesmo a presenca de espécies de baixa abundéncia, cuja

presenca pode ser mascarada por grupos dominantes (SUN et al., 2022).

A respeito dos compartimentos radiculares, a redugdo do TCC em Formazan
(BROWN et al.,, 2013) sugere que as regides de emissdo de raizes laterais em RT2,
assim como a coifa em RT1, sdo preferidas para a adesdo microbiana. Essas
regides sao comumente descritas como ambientes propicios ao estabelecimento de
microrganismos no rizoplano, ou mesmo nas rizosferas adjacentes, visto que os
compostos secretados pelas coifas (tanto principais quanto laterais) sdo alvo
metabdlico de muitos microrganismos do solo (COMPANT et al., 2005;
MERCADO-BLANCO & PRIETO et al., 2012). Mas também, essas regides sao
estratégicas para a colonizagao do interior da raiz por microrganismos endofiticos

benéficos ou mesmo patogénicos (BARBOSA et al., 2015).

A expressdo diferencial de genes soma-se as peculiaridades topograficas,
resultando na formacao de perfis distintos em esses compartimentos. O conjunto
dos genes mais expressos em RT1 envolve intensa producdo de transcritos
envolvidos na fabricacdo de proteinas ribossomicas (L31, S27a) e fatores
relacionados a tradugéo de novas proteinas (elF4G) (MARTINEZ-SEIDEL et al., 2021;
ZHAO et al., 2017), bem como PIF1 helicase - ligada a replicacdo de DNA - além de
pectinases e B-galactosidases que atuam no remodelamento de paredes celulares
(SEDDIGH & DARABI, 2014; YADAV et al., 2023) elementos tipicos de regides
meristematicas onde ocorre intensa divisdo e alongamento celular, e eventos de
abertura e reparo no DNA e produgao de proteinas sdo requeridos (VERNEKAR et al.,
2021). Isso ocorre ao passo que a protecdo contra desidratagdo é mediada pela
expressdao de ERD4 e a protecdo contra patdogenos advém de proteinas
NB-ARC/TIR-NBS-LRR (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; TAMELING &
BAULCOMBE, 2007).
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Em RT2, o cenario é diferente: o conjunto de genes mais expressos permite
inferir que o foco da regido é a producdo de pelos radiculares, devido a alta
expressao de “Root hair specific 16", de B-galactosidases 3 e de pectinases (KIM et
al., 2006). Acompanhada pela extrusao de prétons e transporte de CO2 pela proteina
tipo-CemA, o que permite inferir sobre a capacidade de acidificar a rizosfera
facilitando a aquisigdo de nutrientes, e consequentemente atraindo grupos mais
acidofilos (OGAWAAB, KATOHB & SONODA, 2012; KUNZ et al., 2024;). Outras, como
MtN21 e permeases, indicam elevada atividade de transporte de aminoacidos. A
producao de terpenos por Terpeno-Sintases é outro aspecto que pode influenciar a
mediagdo da relacdo planta-microrganismo, atraindo benéficos ou repelindo
patégenos (HUANG et al.,, 2019). Ainda, a expressdo de NADP-ME 4 indica maior
manutencdo do potencial oxidorredutor nesta regidao, que pode estar envolvida na
mitigacdo de estresses (CHEN et al., 2019) e cuja superexpressao pode ser induzida

por microrganismos (WANG et al., 2021).

A distribuicao diferencial de genes associados a biossintese de flavonoides e
isoflavonoides ao longo dos compartimentos radiculares sugere uma regulagao
espacial dessas vias metabdlicas, reforgcando a ideia de uma organizagao funcional
da raiz em compartimentos. Em soja, flavonoides e isoflavonoides sdo metabdlitos
especializados fortemente associados a comunicagdo com microrganismos na
rizosfera (WANG; LI & LUO, 2024) e a resposta a estresses (SHOMALI et al., 2022), e
sua biossintese pode variar conforme o tecido e o estagio de desenvolvimento
radicular (SUGIYAMA et al, 2017). A presenca de enzimas relacionadas a
modificacdo de flavonoides, como beta-glicosidases, sugere ndo apenas a sintese,
mas também a transformagao ativa desses compostos (KUMAR et al., 2023). Esse
processo pode alterar a solubilidade, a estabilidade e a disponibilidade biologica
desses metabdlitos no ambiente rizosférico, influenciando sua fungdo como

moléculas de sinalizagao e a interagdo com microrganismos (LYU et al., 2022).

A maior expressdo de genes da fosfoenolpiruvato carboxilase em RT1 sugere
maior formagao de oxaloacetato na coifa. Como a PEPC fornece carbono para a
sintese de malato e de outros acidos organicos (O’LEARY; PARK & PLAXTON, 2011),

este padrdao também indica maior potencial para o acimulo ou a producao desses
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intermediarios do metabolismo do carbono na coifa e na zona de alongamento.
Como esses compostos podem ser exsudados pelas raizes (MARIANO et al., 2005;
UPADHYAY et al., 2022) e influenciar o recrutamento de microrganismos com certo
grau de especificidade (KU et al, 2025), a concentracdo de sua maquinaria
biossintética em RT1 sugere que essa regiao pode atuar como um importante centro
de exsudagdo e de comunicagdo com a rizosfera. Por outro lado, a predominancia
de genes relacionados a citrato sintase em RT2 pode indicar maior direcionamento
do fluxo de carbono para o ciclo dos acidos tricarboxilicos nessa regido (MOREIRA
et al., 2019; XU et al., 2010). O citrato é especialmente relevante na rizosfera por
atuar na mobilizagdo de nutrientes, sobretudo em baixa disponibilidade de fésforo
(VENGAVASI et al., 2017; SAKIB et al., 2025). A distribuicdo mais homogénea de
genes associados a sintese de sacarose e de amido ao longo da raiz sugere que
processos ligados ao transporte, armazenamento e redistribuicdo de fontes de
carbono relacionadas a reserva energética (DU et al., 2020; BELLALOUI et al., 2023)

ocorrem de forma mais generalizada ao longo da raiz.

Essas distingdes entre os compartimentos refletem-se no posicionamento de
RT1 e RT2 observado na Figura 12, em que o gradiente basal-apical os distancia no
PCA, enquanto a raiz total (CR) surge como a combinagdo dessas zonas de

expressdo distintas para a formagao de uma raiz funcional e completa.

As diferencas na composi¢cdo microbiana e na expressdo génica entre os
compartimentos radiculares ndo se refletiram na diversidade de substratos
metabolizados nas ecoplacas, uma vez que o consumo extenso das fontes de
carbono resultou em valores semelhantes de equitabilidade e diversidade. Ainda
assim, esses indices foram superiores aos observados em solos cultivados com
soja em outras regides (ADAMS et al., 2017; CHINTHALAPUDI et al., 2023),
reforcando que o tipo de solo e a localizagdo geografica exercem forte influéncia
sobre a atividade microbiana, como destacado por GEBAUER et al. (2021). O
aspecto mais marcante, entretanto, foi a variagdo na taxa de consumo entre os
compartimentos. RT1 apresentou o menor desempenho, embora os valores se
assemelhem aos de solos fertilizados, em que se observa intensa atividade
microbiana (CHINTHALAPUDI et al., 2023), enquanto RS2 se destacou pela maior
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eficiéncia no uso de substratos, incluindo o a-cetoglutarico, ndo assimilado pelos
demais compartimentos. A maior proficiéncia nutricional das rizosferas em relagao
aos seus respectivos tecidos radiculares sugere diferengas horizontais no eixo que
decorrem de comunidades distintas associadas a exsudagdao modulada pelo estado
nutricional da planta (YANG & CROWLEY, 2000), entre outros fatores, que ampliam
as capacidades catabdlicas na rizosfera — efeito que tende a se intensificar ao
longo do tempo (BAUDOIN; BENIZRI; GUCKERT, 2002).

A respeito da variacao vertical ao longo do eixo radicular, outros dados ajudam
a explicar o sucesso metabodlico de RS2 e RT2. A regido de emissdo de pelos
radiculares, ligada a intensa mobilizagcdo de nutrientes e dgua pela raiz (GIEHL &
VON-WIREN, 2014), aumenta a exsudacdo e a extensdo espacial da rizosfera,
favorecendo interagdes microbianas e a ciclagem de nutrientes em maior volume de
solo (HOLZ et al.), além de atuar como sitio preferencial de recrutamento microbiano
e de maior riqueza taxondémica (SALEEM et al, 2018). Em contraste, o apice
radicular (RT1), caracterizado por intensa renovagdo celular e pela remogédo de
células mortas por apoptose, constitui um ambiente estruturalmente instavel para a
colonizagdo (CHARURA et al. 2024). A produgédo de mucilagem pela coifa, rica em
peptideos antimicrobianos, adiciona um componente de controle populacional que
pode restringir o estabelecimento microbiano (DRIOUICH et al., 2021). Assim, a
estruturacdo das comunidades e seu desempenho funcional parecem resultar da
interacdo entre processos “bottom-up”, mediados pela disponibilidade de recursos e
exsudatos, e “top-down”, associados ao controle biolégico e sinais derivados da raiz
(BONKOWSKI et al., 2021).

8. Conclusoes

Por meio da analise do conjunto de resultados deste trabalho, & possivel
confirmar a hipotese inicial de compartimentacao. Para tal, o solo representa uma
fonte fecunda de microrganismos, genes e funcbes, nesse cenario, o pleno

desenvolvimento de uma raiz pivotante interfere na dindmica microbiana de um
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solo-a-granel e da inicio a uma corrida por recursos protagonizada pela microbiota

edafica.

A partir desse contexto, as especificidades funcionais microbianas se somam a
estratificacdo do solo e a anatomia radicular produzindo compartimentos (l)
Estrutural e fisiologicamente distintos, capazes de influenciar o meio externo e
produzir nichos ecoldgicos; (I) Comunidades diferentes, recrutadas para esses
nichos e contendo espécies que interagem entre si facilitando ou dificultando esse
estabelecimento; e (lll) metabolismo e perfil funcional distinto, resultado da

diversidade genética e fenotipica oriundas da soma dos dois primeiros itens.

9. Perspectivas Futuras

Os proximos passos a serem dados a partir deste trabalho englobam (l) a
testagem dos microrganismos isolados de cada compartimento para caracteristicas
de interesse biotecnolégico — como potencial de promogao do crescimento vegetal,
producdo de compostos de interesse Dbiotecnolégico e  potencial
antagébnico/biocontrole; (ll) a elaboragdo de meios para o cultivo e o
armazenamento das comunidades coletadas diretamente de cada compartimento. E
(Il Uma exploracao mais profunda do transcriptoma, em busca de mais GDEs

associados a interacdo micro-organismo-planta.

Ademais, objetiva-se somar os resultados deste trabalho aos demais trabalhos
do grupo, elaborados a partir da perspectiva da teoria dos compartimentos,
utilizando outras culturas vegetais, a fim de identificar padrées e especificidades da

colonizagao e da atividade microbiana em plantas de interesse agricola.

Com isso, este trabalho podera contribuir para outros trabalhos do grupo e da
sociedade cientifica em geral, atraidos pela prospeccao de microrganismos com
caracteristicas de interesse ou pela interagdo destes com determinados substratos,
0 que é relevante para o desenvolvimento de ensaios e tecnologias para a

agricultura.
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Tabela 3. ldentificacdo das amostras e do numero de reads no inicio (input) e ao final do

processamento bioinformatico (ndo quiméricos), seguida da porcentagem de retencéo de leituras.

Gene ID Input Nao-Quiméricos (NQ) NQ/Input (%)
V4-BS 1 110683 80428 73%
V4-BS 2 85758 61330 72%
V4-BS 3 101669 72711 72%
V4-BS 4 105563 75961 72%
V4-RS1 1 66674 48825 73%
V4-RS1 2 123108 90640 74%
V4-RS1 3 105090 76922 73%
V4-RS1 4 81616 59550 73%
V4-RS2 1 69040 48950 71%
V4-RS2 2 100022 71804 72%
V4-RS2 3 98332 70460 72%
V4-RS2 4 95691 67832 71%
V4-RT1 1 86966 63376 73%
V4-RT1 2 93216 68780 74%
V4-RT1 3 115292 85108 74%
V4-RT1 4 104154 77063 74%
V4-RT 1 83644 62479 75%
V4-RT 2 95372 70722 74%
V4-RT 3 106538 78369 74%
V4-RT 4 87310 64463 74%
V4-RT2 1 92804 67261 72%
V4-RT2 2 100237 73529 73%
V4-RT2 3 91386 67767 74%
V4-RT2 4 88294 64962 74%
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Tabela 4. ldentificacdo das amostras e do numero de reads no inicio (input) e ao final do

processamento bioinformatico (non-chimeric), seguida da porcentagem de retengéo de leituras.

Gene ID Input Nao-Quiméricos (NC) NCl/Input (%)
ITS-BS1 131971 90167 68%
ITS-BS2 110044 71603 65%
ITS-BS3 133255 90904 68%
ITS-BS4 124685 80806 65%
ITS-RT1 1 130025 101129 78%
ITS-RT1 2 112179 86884 77%
ITS-RT1 3 117539 91891 78%
ITS-RT1 4 117168 90462 77%
ITS-RT 1 116120 91666 79%
ITS-RT 2 116104 91884 79%
ITS-RT 3 137040 109075 80%
ITS-RT 4 122834 98123 80%
ITS-RT2 1 87560 68952 79%
ITS-RT2 2 93615 73175 78%
ITS-RT2 3 75730 59916 79%
ITS-RT2 4 101441 80308 79%
ITS-SR1 1 111507 85308 77%
ITS-SR1 2 126059 93882 74%
ITS-SR1 3 102299 74357 73%
ITS-SR1 4 119840 78170 65%
ITS-SR2 1 105279 76267 72%
ITS-SR2 2 103795 70057 67%
ITS-SR2 3 101456 72677 72%

ITS-SR2 4 106848 74982 70%
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Tabela 5. Estatisticas do sequenciamento RNA-seq e resultados de mapeamento das amostras,
incluindo o numero total de reads (Total Reads), reads mapeados ao genoma de referéncia (Mapped
Reads), reads mapeados de forma unica (Uniq Mapped Reads), reads com multiplos alinhamentos
(Multiple Map Reads) e o conteudo de guanina e citosina (GC %).

Mapped Uniq Multiple o
Amostra Total reads reads Mapped Mapped GC (%)

Reads Reads

RT11 29.165.190 28240653 26735613 833836 44%
(96.83%) (91.67%) (2.86%)

RT1 2 21.154.516 20475456 18206294 1214920 44%
(96.79%) (86.06%) (5.74%)

RT13 25.348.020 24511535 20778651 2405014 45%
(96.70%) (81.97%) (9.49%)

RT1 4 26.385.280 25453879 21307120 2254778 45%
(96.47%) (80.75%) (8.55%)

CR 1 30.668.782 29626043 26476655 1079222 43%
(96.60%) (86.33%) (3.52%)

CR2 22.611.636 21790833 19502601 1092093 44%
(96.37%) (86.25%) (4.83%)

CR3 23.921.716 23012690 20999382 938163 44%
(96.20%) (87.78%) (3.92%)

CR4 30.676.155 29513528 26589498 1346009 44%
(96.21%) (86.68%) (4.39%)

RT2 1 26.203.570 25296926 22221248 1460331 44%
(96.54%) (84.80%) (5.57%)

RT2 2 26.409.207 25574676 22833090 1210084 44%
(96.84%) (86.46%) (4.58%)

RT2 3 29.667.177 28738594 26009898 1083823 43%
(96.87%) (87.67%) (3.65%)

RT2 4 22.869.323 22153513 19683956 920883 44%
(96.87%) (86.07%) (4.03%)




