
1 

UNIVERSIDADE DE LISBOA 

FACULDADE DE CIÊNCIAS 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA ANIMAL 

 

 

 

 

 

Cátia Sofia Dias Pinto 

 

 

 

Mestrado em Biologia Evolutiva e do Desenvolvimento 

 

Versão Pública 

Dissertação orientada por: 

Professora Doutora Eiko Kuramae 

Professora Doutora Cristina Cruz 

 

Plant growth-promoting microbes impact on plant 

performance, resilience, and rhizosphere microbiome 

assembly  



2 

Acknowledgments  

I would like to start my acknowledgments by thanking Cristina Rotoni for all the hard work she has 

done orienting and helping me to develop my master thesis and my lab skills. I’m grateful to her for 

providing me a great summer internship that made me decide to do my master thesis having her as a 

supervisor and friend. 

Further, I would like to express my gratitude to my research supervisor Prof. Dr. Eiko Kuramae for 

accepting me in her group and giving me the opportunity to complete my Master's studies at NIOO 

working on different and interesting projects. I also would like to thank Prof. Dr. Cristina Cruz for 

acting as my internal supervisor and for her support.  

I also want to thank Marcio Leite who helped a lot with the computational work, Lina Chuan Wong 

for helping me with the lab work, and all the other people from NIOO that made my stay very enjoyable 

by providing a supportive learning environment.  

I am extremely grateful to my colleagues Beatriz Portinha, Madalena Marques, and Filipa Manuel. 

They were very supportive of me throughout my studies. We were helping each other to be happy and 

celebrating each other’s achievements. They really showed how important it is to stick together.  

This thesis would not have been possible without the patience of Philip Ruppert. Whether teaching me 

English or making me believe that everything is possible to be done. He took care of my dog as if it 

were his and gave all the support that I needed to make me believe that I am a ‘strong independent 

woman’ that can go wherever I want to go and do whatever I set my mind to. ♡ 

I also would like to thank Flôr. Even if it is impossible for her to understand this, she has been essential 

to making me feel at home wherever I am.  

Last but not the least, I would like to thank my family for always being there for me, helping me with 

whatever I needed, and keeping me anchored to Portugal. 

 

 

This report was written at the Microbial Ecology Department (ME) of the Netherlands Institute of 

Ecology (NIOO-KNAW, Wageningen, The Netherlands). All information contained within, such as 

materials, methods, and research data belong to NIOO-KNAW and cannot be (re)published without the 

consent of Prof. Dr. Kuramae responsible for this research. 

 

 

 

  



3 

Resumo 

Ao longo de milhões de anos os microrganismos e as plantas interagiram entre si. Combinando a 

capacidade de utilização da energia solar e do dióxido de carbono por parte das plantas, com a 

capacidade de utilização do substrato de forma eficiente por parte da microbiota, foi possível a transição 

das plantas da água para o solo. Desde então, as plantas e a sua microbiota têm vindo a coevoluir, sendo 

o microbioma considerado como uma extensão do material genético da planta. Contudo, a revolução da 

agricultura tem levado a progressivas alterações do ambiente agrícola alterando o decorrer da história 

evolutiva entre as plantas e os microrganismos.  

O solo, as plantas e os microrganismos estão conectados, e têm impacto uns nos outros. A rizosfera é 

considerada como a mais dinâmica interface do planeta Terra, e parte dos organismos lá existentes 

poderão promover o crescimento e resiliência das plantas. Microrganismos Promotores do Crescimento 

de plantas (MPCP) é um grupo de microrganismos que promovem um efeito benéfico em plantas. 

Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCP) e Fungos Micorrizos Arbusculares (FMA) 

são dois exemplos de grupos que integram os MPCP.  

A cultura de crisântemo (Dendranthema grandiflora) é economicamente muito importante em vários 

países. A sua longa história de cultivo levou a um processo de domesticação intensivo do crisântemo. 

Assim, as variedades comerciais diferem bastante da selvagem em várias características como o tamanho 

das flores. Porém, a qualidade das flores está dependente da presença de uma grande quantidade de 

nutrientes no solo. Desde modo e dado que os MPCP induzem a absorção de nutrientes, estes poderão 

ser uma boa ferramenta para substituir parte dos fertilizantes neste tipo de situações.  

O sorgo (Sorghum bicolor) é uma cultura económica e socialmente importante, especialmente em zonas 

áridas onde é muitas vezes infestada por estriga (Striga hermonthica). A estriga é uma planta 

hemiparasita obrigatória que pode provocar perdas até 80-100% das colheitas, especialmente em países 

em desenvolvimento. MPCP poderão ser uma opção para a redução dos danos provocados por esta 

planta.  

O trabalho experimental deste projeto foi dividido em três capítulos de acordo com o modelo de planta 

utilizado. No primeiro capitulo, foram isolados microrganismos (FMA e bactérias) a partir da rizosfera, 

endosfera e solo circundante de um parente selvagem de crisântemo (Dendranthema grandiflora). Os 

isolados bacterianos foram submetidos a uma analise molecular e identificados.  Os FMA e três dos 

isolados bacterianos (previamente selecionados de acordo com algumas características conhecidas por 

favorecerem o crescimento e resiliência de plantas) foram inoculados em cinco variedades comerciais 

de crisântemo para testar o seu impacto na performance de crescimentoda planta em solo autoclavado e 

não autoclavado e no microbioma bacteriano da rizosfera das variedades testadas. Através da 

sequenciação dos isolados prevenientes da rizosfera e endosfera do crisântemo selvagem foi possível 

verificar que na sua maioria eram microrganismos dos géneros Bacillus e Pseudomonas. Destes, os três 

isolados selecionados para os ensaios, dois pertenciam à espécie Bacillus megaterium e o outro à espécie 

Pseudomonas savastanoi. Os RPCP promoveram o número de nós e a biomassa da raiz das variedades 

comerciais de crisântemo em solo autoclavado. Por outro lado, o efeito dos FMA na biomassa da raiz 

foi dependente da variedade de crisântemo. Os ensaios para verificar a colonização radicular por parte 

dos FMA não evidenciaram colonização. Contudo, todos os inóculos tiveram impacto no microbioma 

bacteriano em todas as variedades comerciais. A predominância dos géneros Bacillus e Pseudomonas 

nos isolados recolhidos a partir do crisântemo selvagem, sugere que estas plantas selecionam 

microrganismos que as protegem contra patógenos e que promovem o seu crescimento. O impacto na 

performance de crescimento causado pela inoculação de RPCP e FAM em variedades comerciais de 
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crisântemo sugere uma alteração a nível da presença de fito-hormonas e um impacto no microbioma. 

Foi comprovado que houve um impacto no microbioma bacteriano com a inoculação dos vários MPCP.  

No segundo capitulo, e de forma garantir a disponibilidade de FMA para ensaios futuros e, foi feita a 

propagação dos mesmos em milhete (Panicum miliaceum). Este ensaio foi feito em três ciclos. O inoculo 

de cada ciclo era proveniente do ciclo anterior. Em cada ciclo foi verificada a concentração de esporos 

de FMA e os respetivos tipos morfológicos. A proliferação de FMA em milhete foi bem-sucedida. Em 

todos os ciclos foram produzidos esporos havendo um aumento desta produção no último ciclo. 

Ademais, os dois tipos morfológicos de FMA encontrados na rizosfera do crisântemo selvagem foram 

encontrados em todos os ciclos de milhete. 

Por fim, no terceiro capitulo, foi testado se FMA provenientes de crisântemo selvagem têm a capacidade 

de produzir um impacto na performance de crescimento e resiliência contra Striga hermonthica , uma 

planta parasitas, em sorgo (Sorghum bicolor). Para isso, estes FMA foram inoculados em sorgo na 

presença e ausência de estriga e verificada a biomassa, a quantidade de água retida e o número de 

sementes de estriga germinadas. Foi encontrada colonização na raiz de sorgo por parte dos FMA, no 

entanto a estriga não demonstrou qualquer impacto neste processo. Os FMA e a estriga tiveram impacto 

na biomassa, na retenção de água e na resiliência do sorgo. No caso da biomassa da parte aérea da planta 

de sorgo, apenas estriga provocou impacto, tendo sido um impacto negativo no crescimento. No entanto, 

na raiz ambos os fatores interagiram entre eles sendo o controlo o que produziu mais biomassa radicular. 

O impacto da estriga na retenção de água foi bastante notório na raiz, aumentando os valores. A presença 

de estriga ou FMA levaram a um aumento da quantidade de água na raiz do sorgo. Por fim, a presença 

de FMA teve impacto na resiliência contra a estriga. A germinação das sementes da estriga teve uma 

redução de 59% na presença de FMA. Uma redução de sinais de necrose na presença de FMA e/ou 

estriga foi também identificada. Em sorgo foi identificada colonização por parte dos FMA provando que 

FMA não é restrito a nível de hospedeiro. A absorção de água por parte das plantas inoculadas com 

FMA foi mais elevada do que no controlo tal como era expectável, na presença de estriga este valor 

também foi mais elevado. A estriga deverá provocar stress aumentando a retenção de água ou tal como 

FMA aumentar a área de absorção e porosidade do solo produzindo o mesmo efeito. Estas mesmas 

plantas não mostraram sinais de necrose como aconteceu com o controlo, indicando que o aumento da 

retenção de água é importante para manter a planta saudável. Por fim, a redução da germinação de estriga 

de quase 60% demonstra que a inoculação contendo FMA originário de crisântemo selvagem poderá ser 

prejudicial ao desenvolvimento da estriga. FMA pode levar a este resultado através de um efeito 

diretamente na estriga, competindo pela absorção de nutrientes. Ou, reduzindo os estímulos recebidos 

pelas sementes da estriga evitando a sua germinação já que ambos respondem ao mesmo sinal. A 

redução desses estímulos pode ser obtida pelo bloqueio de comunicação entre as duas plantas. No 

entanto, mesmo com a redução da germinação de estriga, a performance de crescimento do sorgo não 

aumentou, portanto mais estudos são necessários para compreender estes mecanismos. 

Neste estudo, foram observados resultados que poderão ser promissores. No entanto, é necessário 

aprofundar os conhecimentos nesta área de forma a entender como estas técnicas poderão ser aplicadas 

no campo. É imprescindível compreender como todo o microbioma é afetado pela inoculação de 

microrganismos originários de crisântemo selvagem e de que forma estas alterações impactam o 

crescimento e a resiliência das plantas. 

Palavras-chave: microbioma, RPCP, FMA, crisântemo, estriga.  



5 

Abstract 

Interactions between microorganisms and plants have occurred for millions of years. Combining the 

capacity of light and CO2 usage by the plants with the capacity of efficient substrate usage by their 

microbiota, the water-to-land-transition was possible. Since then, plants and plant microbiota have 

coevolved, and today, the microbiome is considered as an extension of the plant’s genetic assembly. 

However, the agricultural revolution led to progressive alterations in habitat, crop managing practices, 

and breeding to promote crop production changing their evolutionary trajectory. Moreover, the 

trajectory of the co-evolution between crops and their microbiome is also changed. The soil, the plant, 

and the microorganisms are connected and impact each other. The rhizosphere is considered to be the 

most dynamic interface on Earth, and the microorganisms that exist there might promote plant growth 

and resilience. These microorganisms are referred to as Plant Growth-Promoting Microbes (PGPM), 

including Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) and Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF).  

The experimental work is divided into three chapters according to the plant-model. In the first one, 

microorganisms (AMF and bacteria) were collected from a wild relative of chrysanthemum 

(Dendranthema grandiflora). Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) was submitted for 

molecular analysis. Three of them (previously selected by plant growth-promoting traits) were 

inoculated on five chrysanthemum commercial cultivars to test their impact on plant performance and 

root microbiome assembly. AMF was also inoculated with the same propose. PGPR impacted the 

number of nodes and root biomass of commercial chrysanthemum cultivars. AMF affected the root 

biomass of cultivars of chrysanthemum cultivated in autoclaved and non-autoclaved soil. AMF root 

colonization was not found. All the treatments impacted the microbiome assembly in the tested 

commercial cultivars. Concluding, PGPR and AMF obtained from wild chrysanthemum impacted 

growth performance and microbiome assembly in five commercial cultivars.  

In the second one, AMF collected from wild chrysanthemum were proliferated using millet (Panicum 

miliaceum) as a host in order to have an inoculum of two morphotypes. The two morphotypes of AMF 

spores were successfully multiplied in millet roots and sorrowing soil. Millet appeared as a good host 

for the propagation of AMF spores.  

Lastly, in the third chapter, the same AMF were inoculated in sorghum (Sorghum bicolor) to test their 

impact on plant performance and resilience against Striga hermonthica, a parasitic weed. Sorghum 

growth performance and resilience were impacted by the presence of S. hermonthica and/or AMF in the 

soil. AMF root colonization on sorghum was observed and AMF treatments reduced S. hermonthica 

germination by 59%. However, the reduction of the germination of S. hermonthica seeds did not increase 

the sorghum growth performance, so more studies are needed to understand these mechanisms.  

Promising results were found, but additional work is needed to understand how these inocula are best 

applied in the field and the mechanisms behind it. It is also necessary to comprehend how the entire 

microbiome is affected by the inocula and how these changes impact growth performance and resilience 

in both, chrysanthemum, and sorghum species.   

Key-words: microbiome, PGPR, AMF, chrysanthemum, Striga hermonthica.  
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