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RESUMO

A maioria dos ecossistemas naturais restantes do mundo esta sujeita a altos niveis de
perturbacbes antropicas cronicas e agudas, representando uma grande ameaca aos
ecossistemas naturais. Especialmente em florestas tropicais sazonalmente secas (FTSS), um
bioma em grande risco, ha um interesse crescente em entender como 0s impactos desses
regimes de perturbacGes podem interagir com os das mudancas climaticas, uma vez que esses
dois fatores podem provocar a degradacdo de grandes areas de florestas, diminuir sua
produtividade e dificultar sua a regeneracdo. Nesta tese, abordamos os efeitos da perturbacéo
antrépica crénica na relacdo entre espécies lenhosas de plantas e fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), agregando aspectos quimicos do solo e fisiologicos das plantas em um
contexto de mudancas climaticas na Caatinga. A Caatinga € um mosaico de floresta tropical
sazonalmente seca e vegetacdo xerofita, decidua e arbustiva no nordeste do Brasil. Os FMA
sdo micro-organismos que realizam simbiose com as plantas e sdo capazes de conferir
vantagens competitivas as suas hospedeiras quanto a captacdo de agua, nutrientes e resisténcia
a seca. A area de estudo foi o Parque Nacional do Catimbau (uma regido de Caatinga), e partir
da selecdo de parcelas com diferentes niveis de precipitacdo e indice de perturbacdo humana
nos avaliamos a coloniza¢do micorrizica nas raizes de plantas lenhosas abundantes na area, e
pudemos verificar que a acidez no solo e o nivel de precipitacdo média sdo capazes de moldar
a resposta da simbiose. Ainda, testamos a inoculacdo por FMA em plantas jovens diante de
um estresse hidrico agudo e ainda como ferramenta de baixo custo que auxilia o
estabelecimento das mudas em campo, visando agregar as técnicas de manejo para
recuperacdo de areas humanamente degradadas. Observamos que a adi¢cdo de propégulos
cultivados confere certa vantagem na recuperacdo de um estresse hidrico agudo, imposto em
condigdes controladas. Contudo, por menor que seja a presenca de propagulos viaveis no solo
da Caatinga, sua multiplicagdo e potencial de associacdo sdo eficientes. Assim, esses
resultados mostram o papel fundamental do FMA no ecossistema, mas estudos a longo prazo
ainda se fazem necessarios para avaliar os impactos das secas prolongadas nessa interacao

simbidtica.

Palavras-chave: Condicdes edaficas. Eficiéncia de colonizacdo. InteracGes ecologicas.

Mudancas climéticas. Mutualismo.



ABSTRACT

Most of the world's remaining natural ecosystems are subjected to high levels of chronic and
acute anthropogenic disturbances, posing a major threat to natural ecosystems. Especially in
dry seasonal tropical forests (FTSS), a high risk biome, there is an increasing interest in
understanding how the impacts of these disturbance regimes might interact with climate
change since these two factors can cause the degradation of large areas of forest, decrease
their productivity and make regeneration difficult. In this thesis, we address the effects of
chronic anthropogenic disturbance on the relationship between woody plant species and
mycorrhizal fungi (AMF), aggregating soil chemical and plant physiological aspects in a
context of climate change in Caatinga. Caatinga is a mosaic of seasonally dry tropical forest
and xerophytic, deciduous and shrub vegetation in northeastern Brazil. AMF are
microorganisms that perform symbiosis with plants and are able to confer competitive
advantages to their hosts regarding water uptake, nutrients and drought resistance. The study
area was the Catimbau National Park (a Caatinga region), and from the selection of plots with
different precipitation levels and human disturbance index we evaluated the roots mycorrhizal
colonization of abundant woody plants in the area, and we could verify that soil acidity and
mean rainfall are able to shape the symbiosis response. In addition, we tested FMA
inoculation in young plants in the face of acute water stress and as a low-cost tool that helps
to establish seedlings in the field, aiming at adding management techniques for the recovery
of humanly degraded areas. We observe that the addition of cultured propagules confers a
certain advantage in the recovery from acute water stress imposed under controlled
conditions. However, no matter how small the viable propagules may be in the Caatinga soil,
their multiplication and potential for association are efficient. Thus, these results show the
FMA's fundamental role in the ecosystem, but long-term studies are still needed to assess the

impacts of prolonged droughts on this symbiotic interaction.

Keywords: Edaphic conditions. Efficient colonization. Ecological interactions. Climate

change. Mutualism.
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1 INTRODUCAO

As perturbacBes antropicas e as mudancas climaticas sdo os dois principais
impulsionadores do declinio da biodiversidade em todo o mundo (PECL et al., 2017;
TILMAN et al., 2017). A perda de habitat tem impactos ébvios na biodiversidade, afetando
processos ecoldgicos importantes como diminuicdo da diversidade taxondmica (RITO et al.,
2017) e alteracdes na composicdo funcional de plantas (SFAIR et al., 2018). Nesse contexto,
a utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tém se mostrado importantes
mitigadores de estresses sofridos pelas plantas e por isso sdo considerados uma ferramenta na
recuperacdo de areas degradadas, pois além de ser de baixo custo, a simbiose entre FMA e
plantas pode ser encontrada em varias espécies vegetais (CAVALCANTE et al., 2009). Cerca
de 80% das plantas terrestres realizam interacdo simbidtica com fungos micorrizicos
arbusculares (BRUNDRETT, 2002; SMITH; READ, 2008). O estudo das comunidades de
FMA em ambientes naturais, submetidos a diferentes agentes estressores, pode fornecer
informacdes importantes acerca da relacdo entre a presenca desses fungos e as espécies
vegetais que conseguem tolerar o efeito de perturbacdo do habitat.

As Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSS) se inserem em um grupo de risco
quando se trata de conservacao, pois sdo nos tropicos onde se concentram as atividades
humanas para fins tradicionais e comerciais, com diferentes praticas e dindmicas de uso da
terra fazendo com que sua densidade populacional seja alta (CHAZDON et al., 2009). As
FTSS séo classificadas como um dos biomas mais importantes do mundo e compreendem
42% das florestas tropicais do globo, abrangendo areas na América do Sul, América Central,
Australia, India, Sudeste da Asia, Caribe e dois cinturdes paralelos na Africa (MILES et al.,
2006; PENNINGTON et al., 2009). Estas florestas estdo cada vez mais alteradas e
susceptiveis a danos causados por esses fatores que diminuem sua resiliéncia (BRODIE et al.
2012; SANTOS et al., 2014; POORTER et al., 2016). Atrelado a isso, previsdes indicam que
essas regides serdo ainda mais impactadas por mudangas climéaticas com o passar dos anos
devido a aumentos de temperatura e duracao e severidade dos periodos de seca (IPCC, 2014).

Para regides como a Caatinga (representante das FTSS no Brasil) as alteracdes
climaticas ja sdo perceptiveis nas irregularidades das chuvas, e as previsdes de mudanca para
0s préximos anos incluem aumento na temperatura e no CO, atmosférico e diminui¢do da
precipitagdo. Dentro desse cendrio, a previsdo € que parte do semiarido se torne arido, um
futuro nada otimista (IPCC, 2014). Neste processo, algumas espécies podem desaparecer por

ndo suportarem as novas condicBes climaticas. Além disso, grande parte do territorio da



Caatinga estd ameacado pelas atividades de caga, agricultura, pecuaria e extrativismo
(LUCENA et al., 2007), e mesmo assim, ainda sdo poucas as Unidades de Conservacao para
esse ecossistema (ESPIRITO-SANTO et al., 2009). Estima-se que cerca de 20% da Caatinga
esteja em processo de desertificacdo, principalmente causado pela acdo antrépica (SANTOS
et al., 2011). A associacdo das plantas com o FMA é capaz de aumentar a tolerancia das
plantas a diversos tipos de agentes estressores, principalmente o déficit hidrico, o maior
limitante da produtividade vegetal na Caatinga, favorecendo o desenvolvimento da planta em
condigbes de seca (AUGE, 2001). Contudo, estudos sobre praticas de manejo para
manutencao e recuperacdo dessas areas sao relevantes.

Dentro desse contexto, essa tese buscou entender o papel dos fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) ao longo de gradientes de perturbacao antrdpica cronica e precipitacao na
Caatinga. Para tanto, buscamos verificar dentre espécies abundantes da comunidade vegetal,
as que se associam aos FMA e a taxa de colonizagdo nas plantas dentro dos gradientes
citados. E ainda, verificar se ha favorecimento no desenvolvimento de plantas jovens de uma
espécie abundante na regido, previamente inoculada com FMA e submetida a estresse hidrico

agudo e também inserida no campo, ao longo do gradiente de precipitacao.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 PERTURBACOES ANTROPICAS E MUDANCAS CLIMATICAS

As atividades humanas séo causas majoritarias de perda de biodiversidade no planeta;
0 homem é capaz de causar efeitos diretos e indiretos nos ecossistemas naturais. Na classe dos
efeitos diretos temos uma série de mudancas na cobertura vegetal como a agricultura,
exploragdo madeireira, conversdo de florestas em pastos para a pecuaria, caga e comércio da
vida selvagem, entre outros (MALHI et al., 2014; BURGI et al., 2017). Indiretamente essas
acoes sdo refletidas no aumento na incidéncia de incéndios, interferéncia nas dinadmicas
populacionais de animais e plantas, introducdo de espécies exaticas, deposi¢do de nitrogénio
da atmosfera para sistemas aquéaticos e terrestres, mudancas no clima, como temperatura e
precipitacdo, e mais incontaveis outras intervencdes (BURGI et al., 2017). Ainda dentro da
categoria de atividades humanas, podemos destacar as perturbacdes antropicas cronicas. Essas
sdo perturbacdes consideradas comuns em paises em desenvolvimento, pois se caracteriza por
remocdes pequenas dos recursos florestais, em geral para subsisténcia (SINGH, 1998). Esse
tipo de perturbacdo, mesmo com pouco destaque na paisagem, acarreta danos consideraveis,
como a diminuicdo da diversidade taxonémica (RITO et al., 2017) e alteracdes na composicdo
funcional de plantas (SFAIR et al., 2018). A influéncia do homem nos ecossistemas é tdo
marcante que atualmente estudos relatam que entramos na era do Antropoceno, que se refere
ao periodo atual onde os impactos provocados pelo homem sdo onipresentes (MALHI et al.,
2014).

Assim, existem duas principais causas de perda de biodiversidade provocada pelo
homem que sdo as inducbes das mudancas climaticas e a perda de habitats (TRAVIS, 2003).
A perda de habitat acaba levando a fragmentacdo das paisagens, o0 que desconecta popula¢des
e diminui o fluxo génico, reduzindo a dindmica da populacio (BASCOMPTE; SOLE, 1996;
FRECKLETON; WATKINSON, 2002; ALAGADOR et al., 2012). A agricultura, por
exemplo, surge como um grande e inevitavel problema que altera florestas para a producéo de
alimentos, devido a isso esta atividade estd entre as mais impactantes no meio ambiente
(LAURENCE; SAYER; CASSMAN, 2013).

Segundo Brodie et al. (2012) a combinacdo entre acBes antropicas e alteragdes
ambientais podem ser potencialmente devastadoras, pois as acbes humanas sdo capazes de
moldar os impactos das mudancas climéaticas sobre a biodiversidade. Diferentes eventos
climéticos j& estdo ocorrendo, e muitos deles devido as emissdes de gases do efeito estufa

(GEE) na atmosfera por origem antropica. De acordo com o painel intergovernamental de
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mudancas climaticas (IPCC), diversos ecossistemas irdo sofrer drasticas mudancas em alguns
fatores ambientais nos proximos anos; locais de clima seco tenderdo a ser mais secos, bem
como locais imidos tenderdo a ser mais imidos (FILHO et al., 2014; LAURENCE; SAYER,;
CASSMAN, 2013). O altimo relatério do IPCC, divulgado em 2014, trouxe uma sintese de
diversos estudos, e através deles foram construidos modelos climéticos que revelaram quatro
cenarios climaticos possiveis que poderemos enfrentar nos proximos anos. O cenario mais
pessimista do estudo tem grandes chances de ser a realidade, caso nada mude nas emissdes
dos GEE. Nele a previsao de variacao climatica apresentada para o nordeste brasileiro, no ano
de 2050, é de um aumento na temperatura de até 2,5 °C, reducdo da precipitacdo em até 35%,
combinado com um aumento global de CO, atmosférico que podera atingir 550 ppm. No ano
de 2100 espera-se um panorama ainda pior, com condi¢fes ainda mais dificeis, com um
aumento de temperatura de até 4,5 °C, reducdo da precipitacdo de até 50% combinados com
um CO, atmosférico global de até 850 ppm (IPCC, 2014). Diante de tudo isso, é possivel que
algumas espécies sejam drasticamente afetadas; uma a cada seis espécies corre risco de
extincdo devido as mudancas climéaticas (URBAN, 2015). A taxa prevista de extincdo é de
cerca de 8% das espécies devidos aos efeitos das mudancas climaticas, mas é importante
mencionar que o0 numero de espécies afetadas por essas alteragdes ambientais e que estdo
foram na lista de risco é muito maior (URBAN et al., 2015). Quando consideramos as
regides, a América do Sul esta é a que corre 0 mais alto risco (23%), comparada a outras
regibes, o que torna o cendrio ainda mais preocupante considerando seu alto indice de
espécies endémicas (URBAN, 2015). As florestas sdo mais sensiveis as mudancas climaticas,
porque a vida longa de arvores ndo permite uma rapida adaptacdo a mudancas ambientais.

J& foi relatado que a perda de habitats e as mudancas climéticas podem agir de forma
sinérgica e resultar numa combinacgdo desastrosa para as florestas mais vulneraveis (TRAVIS,
2003). Assim, a tendéncia é que essas mudancas do uso da terra além de extinguir varias
espécies, muitas delas endémicas, levem a perda das interacfes ecoldgicas e por consequéncia
dos servigos ecossistémicos que elas oferecem (BUSTAMANTE et al., 2019).

2.2 RESTAURACAO ECOLOGICA ASSISTIDA

Como ja foram mencionados, muitos eventos sdo responsaveis pelo declinio da
extensdo das florestas tropicais, assim, atualmente as florestas degradadas cobrem uma grande
parte do planeta (SHONO et al., 2007). Esses danos geram consequéncias como perda de
servicos ecologicos e de bens florestais (LAMB et al., 2005). Assim, ha a necessidade de

restaurar areas, visando recuperar suas funcdes ambientais e seu valor de biodiversidade, e
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devido a barreiras (fisicas, quimicas e bioldgicas) causadas pela degradacdo muitas dessas
areas precisam de intervencdo humana para iniciar esse processo (SHONO et al., 2007). As
areas variam quanto a sua capacidade de auto recuperacdo e desenvolvimento sucessional
(LAMB et al., 2005). Ambientes com comunidade vegetal residual apresentando riqueza de
espécies, banco de sementes e mudas tem sua sucesséo favorecida. Porém, nem sempre a area
‘fornece’ essas vantagens que facilitam a recuperacgéo, entdo grande parte dos esforgos para
recuperacdo de areas se concentram em inserir novos individuos no sistema.

A restauracdo ativa com espécies de sucessao tardia € importante em ambientes com
banco de semente empobrecidos, solo pobre em nutrientes, alta radiacdo solar, alta taxa de
predacdo de sementes e outros fatores que impedem a recolonizacdo dessas espécies, dessa
forma diminui os riscos de uma sucessao secundaria com uma floresta pobre, que é dominada
por espécies pioneiras por décadas (PENA-DOMENE et al., 2013). Mas para isso é
necessario conhecimento das melhores ferramentas de manejo e selecdo de espécies de forma
a obter sucesso (LAMB et al., 2005). Entretanto, a principal limitacdo dessas técnicas sao 0s
altos custos necessarios para a producdo das plantas. A crescente demanda dessas praticas
levou a urgéncia na determinacdo e aprimoramento dessas formas de plantio. Porém, é
necessaria pesquisa experimental para determinar o caminho mais adequado e promissor para
a restauracao e antes de iniciar € preciso ter em mente as melhores espécies para 0 processo,
além de considerar ambientes com fontes externas de propagulos para garantir uma
diversidade biologica e processo ecoldgico ao longo dos anos (SOUZA; BATISTA, 2004).

Uma grande propor¢do de pesquisas sobre propagacdo de plantas se concentram em
espécies da familia Fabaceae, por ser a familia mais importante nas florestas tropicais
deciduas devido a sua representatividade em nimero de espécies e ocorréncia (BONFIL;
TREJO, 2010). Sua importancia também pode ser explicada pelo fato de existirem muitas
fabaceaes sucessionais precoces, que obtém sucesso nas condi¢Bes adversas encontradas em
locais perturbados, além de muitas delas possuirem associa¢cBes com fungos micorrizicos e
bactérias fixadoras de nitrogénio (BONFIL; TREJO, 2010).

2.3 SIMBIOSE PLANTAS-FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMA)

O mutualismo é uma interacdo ecoldgica entre dois organismos onde ha beneficios
mUtuos entre 0s parceiros, e todas as espécies do mundo estdo, de alguma forma, envolvidas
nesse tipo de parceria (BRONSTEIN et al., 2004; BASCOMPTE, 2019). Os mutualistas tem
um papel fundamental na sobrevivéncia dos ecossistemas e fornece servicos indispensaveis

aos organismos, como polinizacdo, dispersdo de sementes, ciclagem de nutrientes, entre
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outros (KIERS et al., 2010). Apesar das vantagens claras dessas conexdes estreitas entre 0s
mutualistas, existem desvantagens quando se trata de mudancas globais que podem resultar
em efeitos generalizados em toda rede; ainda, efeitos das atividades antrépicas também sao
capazes de reduzir os beneficios dos mutualismos de forma crénica, mediando varios niveis
troficos (KIERS et al., 2010).

O mutualismo simbidtico € muito comum na natureza e muitos micro-organismos que
estdo presentes no solo e na rizosfera desenvolvem associagdes com as plantas formando tais
interacdes simbidticas, como € o caso de alguns fungos e bactérias, que auxiliam as plantas a
sobreviver no ambiente (JEFFRIES et al.,, 2003; ALGUACIL et al., 2011). Dentro do
primeiro grupo destacamos as micorrizas, associacGes simbidticas entre plantas e fungos
(CAVALCANTE et al., 2009). Nesse grupo temos os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), incluidos no filo Glomeromycota, e que constituem complexas associacdes,
denominadas micorrizas arbusculares, caracterizadas pela formacdo de estruturas intra e
extrarradiculares (PORCEL; AROCA; RUIZ-LOZANO, 2012). A simbiose com fungos
micorrizicos arbusculares € bem ampla no reino vegetal, sendo a associacdo micorrizica a
mais comum, significativa e difundida em espécies terrestres (JEFFRIES et al., 2003;
HODGE; STORER, 2014), ocorrendo em aproximadamente 80% das plantas. Na simbiose
com a planta hospedeira, o fungo recebe mais de 10% dos fotoassimilados produzidos
(CAVALCANTE et al., 2009). Os FMAs sdao cosmopolitas, podendo ser encontrados em
diversos ecossistemas ambientais. O filo Glomeromycota possui 230 espécies descritas,
distribuidas em cinco ordens (Archaeosporales, Diversisporales, Glomerales, Gigasporales e
Paraglomerales) e 29 géneros (OEHL et al., 2011).

Os FMAs sdo, na sua maioria, simbiontes obrigatorios e tem um reconhecido papel
nos ecossistemas, por beneficiarem as plantas associadas e serem determinantes da
biodiversidade vegetal, da variabilidade ecossisttmica e da produtividade (VAN DER
HEIJDEN et al., 2008), além de contribuirem para o condicionamento fisico geral da planta
(BONFANTE; DESIRO, 2015). O FMA favorece a absorcdo de nutrientes pela planta
(principalmente fosforo) com auxilio das hifas (PORCEL; AROCA; RUIZ-LOZANO, 2012).
A presenca do FMA pode auxiliar a planta a prosperar em condi¢Bes semidridas, aumentando
a oferta de nutrientes, a produtividade e a resisténcia a estresses, além de melhorar a estrutura
do solo em areas erodidas (CARAVACA et al, 2003; KAFKAS; ORTAS 2009;
BONFANTE; DESIRO, 2015). Além do favorecimento da captacdo de fosforo os FMAs

ainda sdo capazes de captar nitrogénio a partir de suas fontes inorganicas e transferir parte
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para 0 seu hospedeiro, apesar das vias bioquimicas exatas ainda ndo serem totalmente
conhecidas pela ciéncia (HODGE; STORER, 2014).

Estudos tém mostrado os efeitos da associagdo com FMA em diferentes espécies
vegetais, lenhosas ou herbaceas (RAUSCH et al., 2001; ZANGARO et al., 2007; FROSI et
al.,, 2016; BARROS et al., 2018). Em condigdes de déficit hidrico, por exemplo, estudos
sugerem mecanismos pelos quais a simbiose com o0 FMA pode aliviar o estresse hidrico em
algumas espécies, incluindo o ganho e a transferéncia da agua através da hifa para a planta
(HARDIE, 1985; RUIZ-LOZANO; AZCON, 1995a), mudangcas nas propriedades de retencio
da agua no solo (AUGE, 2001), melhor ajustamento osmoético (AUGE et al., 1992;
KUBIKOVA et al., 2001; RUIZ-LOZANO et al., 1995a), ganhos nas trocas gasosas,
eficiéncia do uso da agua (AUGE et al., 1992; RUIZ-LOZANO et al., 1995a, 1995b; FROSI
et al., 2016), e ainda, protecdo dos danos oxidativos gerados pela seca (PORCEL; RUIZ-
LOZANO, 2004; PORCEL et al., 2003; RUIZ-LOZANO et al., 2001). Um exemplo
interessante de como os FMAs favorecem o crescimento de plantas pode ser visto em
Caravaca et al. (2003), onde espécies arbustivas inoculadas com FMA, introduzidas numa
regido semiarida mediterranea em solo abandonado apds cultivo agricola, apresentaram ganho

de biomassa da ordem de 500% em relagdo as plantas ndo inoculadas.

As mudancas climéaticas como o aumento de temperatura e o prolongamento de secas
provocam alteragGes semelhantes na composigéo, abundancia e atividade das comunidades
microbianas do solo (COMPANT et al., 2010). Porém, o déficit hidrico € um dos grandes
responsdveis pela reducdo do desenvolvimento da planta de uma forma geral,
consequentemente afeta a alocacdo de fotossintatos que sdo enviados para rizosfera e isso
reflete na formacdo do micélio extrarradicular e ainda em todos os beneficios que eles podem
oferecer (COMPANT et al.,, 2010).As mudancas climaticas em areas semiaridas trazem
consequéncias ambientais como a degeneracdo do solo, que pode levar a diminuicdo da
atividade microbiana e reduzir a diversidade de FMA nesse solo (HERRERA et al., 1993;
ALGUACIL et al., 2011). A perturbacdo da comunidade de plantas de uma regido também
resulta em perda das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do solo que incluem estrutura,
disponibilidade de nutrientes, teor de matéria organica e atividade microbiana. A simbiose
micorrizica, devido a coevolucgdo entre as plantas e o fungos, é fundamental da produtividade
e diversidade dos ecossistemas naturais, como ja foi mencionado, ou seja, 0 FMA tem um
papel ecoldgico significativo (JEFFRIES et al., 2003). Um impacto ou perturbacdo desse

relacionamento pode causar consequéncias preocupantes na comunidade vegetal, seja por
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alteracdo da simbiose que ja esta desenvolvida, seja pela perda ou diminuicdo dos propéagulos
fangicos disponiveis no solo. Tudo isso pode diminuir a quantidade de nutrientes que é
absorvido pelas plantas e ainda afetar a fertilidade do solo, ameagando toda homeostase do
ecossistema (JEFFRIES et al., 2003). Por fim, microbiota simbionte do solo é capaz de
influenciar marcadamente o funcionamento geral das florestas, principalmente aqueles
associados as raizes que sdo responsaveis por explorar nutrientes que favorecam o
crescimento das plantas (STEIDINGER et al., 2019). Em se tratando da simbiose planta-FMA
os efeitos das mudancas globais podem ser em variaveis, mas os efeitos negativos do uso da
terra provocam alteracBes da estrutura das comunidades micorrizicas, principalmente se
associados a composicdo nutricional (P e N) do solo, que tende a reduzir a colonizacéo de
plantas (MUMMEY:; RILLIG, 2006; OPIK et al., 2006; TYLIANAKIS et al., 2008).

2.4 FLORESTAS SECAS

As florestas tropicais sazonalmente secas (FTSS) ocorrem em regides tropicais e séo
caracterizadas pela sazonalidade pronunciada na distribuicdo da precipitacdo, que resulta em
varios meses de seca (MOONEY; BULLOCK; MEDINA, 1995). Nessas regides aridas e
semiaridas, a vegetacdo esta condicionada ao déficit hidrico, que esta diretamente relacionado
a seca causada pela irregularidade das chuvas, temperaturas elevadas e alta intensidade
luminosa que, juntos, aumentam a demanda evaporativa da vegetac&o e do solo (TROVAO et
al., 2007; SOUZA et al., 2010). Essas florestas sdo dependentes de seu periodo de chuvas,
esses regimes hidricos sdo caracterizados por estagcdes chuvosas e secas que ocorrem de forma
alternada (ALLEN et al., 2017). A caracteristica principal das florestas tropicais secas é que
elas possuem uma longa estacéo seca (5 a 8 meses) e grande parte da precipitacdo (cerca de
80%) ocorre durante a estacdo chuvosa. Essas FTSS apresentam uma precipitacdo anual que
varia de 100 a 1.500 milimetros e uma temperatura média de 25°C (BLACKIE et al., 2014;
SANCHEZ-AZOFEIFA et al., 2005).

As FTSS compBem 42% das florestas do mundo, 54% delas estdo dentro do territério
da América do Sul, mas grande parte ja foi explorada, acredita-se que 97% das florestas
tropicais secas estejam sujeitas a degradacdo e estdo expostas a diversas ameacas resultantes
das atividades humanas (MILES et al., 2006). Em uma andlise de risco realizada por Miles e
colaboradores (2006) em FTSS, a América do Sul registrou 37% de ameaca, apenas
considerando as mudangas climéticas, devido principalmente pela diminui¢do da precipitacdo

prevista nos modelos divulgados. Além disso, as regides tropicais sdo onde estdo
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concentradas as grandes preocupacdes sobre uso da terra e paisagens naturais modificadas
devido a préaticas humanas dentro de um contexto socioeconémico (CHADZON et al., 2009).

A Caatinga é uma regido semiarida, e esta na classificacdo de FTSS devido as
condicBes de alta temperatura e baixa precipitacdo; € caracterizada por diferentes tipos de
vegetacdo e estd distribuida em cerca de 840.000 km? dentro do territorio brasileiro
(ALBUQUERQUE et al., 2012). A regido apresenta altas intensidades luminosas o ano
inteiro, dessa forma a temperatura média anual varia em uma faixa entre 25 e 30 °C; a
disponibilidade hidrica é bastante variavel devido as chuvas irregulares, concentradas entre 3-
5 meses (300 a 800 mm por ano) com periodos longos de seca (GARIGLIO et al., 2010).
Esses fatores ambientais combinados a outros causam o alto indice de evapotranspiracdo do
solo e dos vegetais (SOUZA et al., 2010; TROVAO et al., 2007). A vegetacdo é composta de
arvores e arbustos xerofilos de clima tropical, podendo ser frondosa com uma copa fechada e
baixa ou esparsa e mais aberta, de acordo com a umidade do solo. A respeito das dificuldades
encontradas pelas espécies vegetais em condicBes severas de um ambiente como a Caatinga,
as plantas sdo capazes de apresentar uma série de adaptacGes fisioldgicas, anatdmicas,
morfoldgicas e de histdria de vida que irdo garantir a capacidade das plantas de manter um
status hidrico adequado para a sobrevivéncia e reproducdo (RIEDERER; SCHREIBER,
2001).

A Caatinga estd localizada em quase toda sua totalidade na regido semiarida do
Nordeste do Brasil e ha séculos tem suas plantas nativas sendo extraidas para utilizacao,
devido as propriedades medicinais e posterior uso da terra em pastagens e agricultura; suporta
23 milhdes de pessoas, em uma densidade demografica de 26 hab km™, representando uma
pressdo intensa sobre o ecossistema, onde a exploracdo ndo sustentavel predomina entre a
maioria das familias do meio rural (INSA, 2012). Essa demanda de utilizacdo € maior que a
recuperacdo natural da vegetagéo, resultando em fragmentacéo de habitat, que por sua vez tem
influéncia na diversidade bioldgica, com um saldo de mais de 50% de remocdo da cobertura
original da floresta (LUCENA et al., 2007). Os recursos extraidos sdo em grande parte
oriundos do uso para subsisténcia da populagéo local; quase 200.000 km? de &reas naturais de
Caatinga foram substituidas por culturas agricolas e/ou pastagens, e a madeira das plantas
nativas, constantemente removida, sdo utilizadas como carvao para uso domeéstico e industrial
(SAMPAIO, 2002). Dessa forma, essa é uma regido com aspectos sociais e econémicos
bastante delicados que envolvem as comunidades de pessoas que residem na regido
(LUCENA et al., 2007).
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2.4.1 Desertificacéo

Secas prolongadas causadas pelas mudancgas climaticas associadas ao aumento
populacional e exploracdo, conversdo e fragmentacdo da terra vem provocando processos de
desertificacdo que vem alterando caracteristicas importantes de fenologia, fotossintese e
crescimento (BUSTAMANTE et al., 2019). Dentro das praticas de uso do solo a agricultura é
a mais comum e tradicional, principalmente o cultivo de corte e queima (TOMASELLA et al.,
2018). Com isso o ambiente tem a necessidade de passar por um tempo de pousio, que
idealmente seria de 40 anos (ARAUJO FILHO et al., 2013), contudo a pressdo antropica
diminuiu esse tempo para 10 anos. Esse conjunto de fatores transforma a Caatinga em um
mosaico de fragmentos de florestas com diferentes idades de regeneracdo (TOMASELLA et
al., 2018).

Em sintese, a degradacdo do solo de Caatinga é causada principalmente pelo manejo e
exploracdo desenfreada e sem gerenciamento que além exaurir 0S recursos, em conjunto com
a seca severa, ainda afetam a resiliéncia do ecossistema (VIEIRA et al., 2015; TOMASELLA
et al. 2018). Isso coloca o semiarido brasileiro em um cenario com estagio avancado de
desertificacdo (SOUSA et al., 2012), onde, definir alternativas para reduzir a suscetibilidade a
degradacdo dessa regido, mudando as praticas de gestdo de forma que haja um uso mais
sustentavel da terra é fundamental (VIEIRA et al., 2015).
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RESUMO

As mudangas climéticas associadas a grande pressdo demogréfica sdo fatores que apresentam
fortes ameacas para os ecossistemas como as florestas tropicais sazonalmente secas (FTSS).
No Brasil, a FTSS, Caatinga, sofre as consequéncias desses fatores, que associados estdo
levando a um crescimento preocupante na extensdo de areas em processo de desertificacao.
Porém, alguns microorganismos como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo aliados
das plantas no que se refere a tolerar e superar fatores estressantes. Nesse trabalho buscamos
verificar o papel do FMA no desenvolvimento e estabelecimento de plantas jovens de
Cenostigma microphyllum, inoculadas previamente com um pool de FMA previamente
selecionados na FTSS e, expostas a condi¢cBes de déficit hidrico agudo (em condicBes de
hidratacdo controladas) e crénico (em condicGes de campo) na Caatinga. O trabalho foi
realizado no Parque Nacional do Catimbau, e divido em duas partes (experimento em
condicgdes controladas e experimento em condi¢Bes de campo). As mudas foram produzidas
com e sem indculo fangico cultivado, inseridos no momento da semeadura. Em condicGes
controladas as plantas foram submetidas a um estresse hidrico agudo. No segundo
experimento as mudas foram cultivadas em viveiros e transferidas para parcelas ao longo de
um gradiente de precipitacdo. Foram mensurados trocas gasosas, eficiéncia do uso da agua e
biomassa em ambos os experimentos. Nossos resultados mostraram que o fungo cultivado é
capaz de conferir vantagens as plantas submetidas a um déficit hidrico agudo no inicio do seu
ciclo de vida. Contudo, durante o estresse cronico a que foram submetidas em campo as
plantas ndo apresentam respostas diferentes entre si, nesse caso o gradiente de precipitacdo
guia os mecanismos de resposta da planta. Com isso vimos que a utilizacdo de solo local com
propagulos nativos é a solucdo mais eficiente e economicamente vidvel para auxiliar o
estabelecimento de mudas em areas sob ameacas de degradacéo.

Palavras-chave: Caatinga, FMA, interacdes ecoldgicas, trocas gasosas, reflorestamento,
restauracdo ecoldgica.
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1 INTRODUCAO

As alteraces no clima ja sdo perceptiveis no mundo, na irregularidade das chuvas, no
aumento da temperatura, ou na reducdo da disponibilidade hidrica em determinadas regides
(Santos et al. 2014; Allen et al. 2017; Rito et al., 2017; IPCC, 2019). O cenario global das
mudancas climéticas aponta que regides afetadas pelo aumento da aridez sdo as mais
vulneraveis do planeta (Vieira et al. 2015), como por exemplo, as florestas tropicais
sazonalmente secas (FTSS). As FTSS se inserem em um grupo de risco quando se trata de
conservacao, pois sdo nos tropicos onde se concentram as atividades humanas para fins
tradicionais e comerciais, com diferentes praticas e dindmicas de uso da terra (Chazdon et al.,
2009). Essa grande pressdo demogréfica associada as alteraces do clima levam ao aumento
da desertificacdo em algumas regides (Marengo e Bernasconi, 2015; IPCC, 2019).

No Brasil as areas que estdo enfrentando o processo de desertificacdo passam dos
1.340.000 km?, todas elas em regides semiaridas e subimidas secas, estando concentradas em
regides do Nordeste do pais (i.e., 70%), mais especificamente na Caatinga (CGEE, 2016).
Categorizada como uma das FTSS mais extensa e diversa do mundo, a Caatinga é um dos
ecossistemas mais ameacados do Brasil (Silva et al., 2017). Esse ecossistema ocupa uma area
de 912.529 km2 e é uma das regides semidridas mais populosas do mundo, com mais de 28
milhdes de pessoas que utilizam seus recursos como fonte de subsisténcia (Silva et al., 2017;
Tabarelli et al., 2018). A exploracdo intensa desse ecossistema ainda pode ser intensificada
pelas mudancas climaticas que preveem reducdes na precipitacdo de até 30%, aumentando
assim, a duracdo e agravando as secas no semiarido nordestino (Silvia et al., 2017; Tabarelli
et al., 2018). Um dos temas mais discutidos em féruns de politicas ambientais no mundo é a
restauracdo ecoldgica. Nas ultimas décadas diferentes metas para recuperagdo de areas

degradadas ao redor do mundo foram impostas, entretanto, diversas experiéncias de
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restauracdo mostram que 0 sucesso esperado ndo é alcancado sendo que outras falham
completamente (Thomas et al. 2014; Asmelash et al. 2016).

Os efeitos do ambiente degradado juntamente com as condi¢des climaticas sobre
plantas jovens durante o processo de restauracdo ecoldgica podem ser mitigados pela
associacao de espécies vegetais com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Ma et al.,
2019; Giri e Saxena, 2017; Azimi et al., 2019). Os FMA possuem um reconhecido papel nos
ecossistemas, podem ser encontrados em cerca de 80% das espécies vegetais terrestres e
beneficiam os hospedeiros, sendo determinantes na biodiversidade vegetal, variabilidade
ecossistémica e produtividade (Van der Heijden et al. 2008; Cavalcante et al. 2009; Asmelash
et al., 2018, Koziol et al., 2018). Esses microrganismos tem uma importante funcdo na
tolerancia a estresses em condi¢des limitantes, principalmente no que se refere a escassez de
agua (Liu et al., 2015; Ouledali et al., 2018; Bahadur et al., 2019). A inocula¢do por FMA
eleva as vantagens competitivas das plantas. Tais como, aumento da captacdo de agua,
manutencdo do turgor celular, ajustamento osmético, absorcdo de nutrientes e manutencédo
das trocas gasosas (Barzana et al., 2012; Liu et al., 2015; Manaut et al., 2015; Ouledali et al.,
2018; Bahadur et al., 2019). Além disso, o melhoramento das respostas enzimaticas para
reducdo do acumulo de espécies reativas de oxigénio (Zhang et al., 2019).

Portanto, a inoculacdo de FMA pode ser crucial para o estabelecimento das plantas
diante de condicdes de estresse hidrico, seja ele agudo ou cronico (Asmelash et al., 2016). O
uso do FMA se apresenta como uma ferramenta de baixo custo que melhoraria a desempenho
das plantas, podendo fazer parte de estratégias mais amplas para combater os problemas de
areas degradadas (Santos et al. 2014; Manaut et al., 2015). Diante do exposto, 0 objetivo do
nosso estudo foi verificar se ha favorecimento no desenvolvimento de plantas jovens de uma
espécie lenhosa, inoculadas previamente com FMA e expostas a condicdes de estresse hidrico

agudo (em condigdes de hidratacdo controladas) e cronico (em condi¢Bes de campo). Para
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isso, um tratamento de plantas foi inoculado com duas espécies de fungos previamente
selecionados por serem comuns em solos de ambientes semiaridos. Nossa hipotese é de que a
inoculacdo micorrizica possa ajudar plantas lenhosas a tolerarem secas severas do ambiente,
melhorando sua performance via reducdo dos impactos do déficit hidrico, como a
manutencdo do contetdo hidrico dos tecidos da planta e maior rapidez de recuperacdo no
inicio das chuvas. . Também hipotetizamos que sob condi¢fes de campo as plantas inoculadas
previamente com o pool de esporos pré-selecionados terdo vantagens quanto ao ganho de
biomassa em relacdo aquelas plantas cultivadas sem intervencgédo de indculos externos ao solo
natural de Caatinga. Desse modo, espera-se que plantas inoculadas apresentardo melhor
desempenho ecofisiolégico e maior ganho de biomassa, comparadas as plantas nao

inoculadas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na Caatinga um mosaico de florestas tropicais sazonais secas e
vegetacdo arbustiva com chuvas irregulares (Silva et al., 2017). Nosso cenario foi o Parque
Nacional Catimbau, uma protegida de 607 km? no nordeste do Brasil. A regido apresenta
clima do tipo semiarido BSh, com transi¢do para o tipo tropical chuvoso As', de acordo com o
sistema de Koppen. No Catimbau a pluviosidade média anual pode variar de 1100 mm no
sudeste a 480 mm no noroeste, apresentando uma temperatura média anual de 23°C (Rito et
al., 2017). O solo da éarea é majoritariamente de areia de quartzito com baixa estatura (até 12
m) (Rito et al., 2017). Medidas de precipitacdo historica dos ultimos 15 anos e mensal foram
coletadas no banco de dados digital da Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC) em

duas estacOes de areas nas adjacéncias do Parque Nacional do Catimbau, sendo uma delas ao
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norte, representando as regides mais secas do parque (estacdo Ibimirim - 14) e a outra ao sul,

representando as regides mais Umidas (estacdo Buique - 145).
2.2 MATERIAL VEGETAL

Foi escolhida a espécie Cenostigma microphyllum (Mart. ex G.Don) E. Gagnon & G.
P. Lewis, como modelo de estudo por ser uma espécie vegetal abundante na area, ser
popularmente utilizada em recuperacdo de areas e ainda, fazer parte da familia Fabaceae,
muito comum em areas de Caatinga e que conhecidamente fazem associacdo com FMA

(Bonfil e Trejo, 2010; Frosi et al., 2016Db).

2.3 TECNICA PARA PRODUCAO DE MUDAS E POSTERIOR TRANSFERENCIA

PARA O CAMPO

A técnica utilizada para a producdo das mudas é denominada OmniVerdi Riza®, que
consiste no crescimento da muda dentro de um saco de tecido permedvel (75 cm de
comprimento, 4,5 cm de diametro), que por sua vez sdo acomodados dentro de canos de PVC
de 1 m para dar suporte. OmniVerdi Riza® é uma técnica que possibilita a producéo de
mudas com raizes longas que, no caso de transferéncia para o campo, podem ser plantadas a
uma profundidade de 1 m, o que proporciona um solo numa zona mais favoravel, com menor
temperatura e maior disponibilidade de dgua e nutrientes. O dano mecanico as raizes também
é evitado pelo saco impermeavel e degradavel que é inserido juntamente com a muda,
facilitando o plantio. A técnica também facilita a logistica de transporte das mudas para o
campo, uma vez que podem ser deitadas e empilhadas e também pesam menos de 1,5 kg

(dependendo do substrato).

As plantas cresceram a pleno sol e foram diariamente hidratadas com a capacidade de

pote (350 ml). Uma vez por més, ao longo do tempo de crescimento, cada planta recebeu 10
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ml de solucdo nutritiva de Hoagland modificada. O substrato utilizado foi coletado na area de

estudo. Todas as plantas utilizadas nos experimentos tinham cinco meses de crescimento.
2.3 INOCULACAO DAS PLANTAS

As sementes foram adquiridas através Rede de Sementes do Projeto de Integracdo do
Sdo Francisco da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (NEMA/UNIVASF). As
sementes foram embebidas por uma hora e entdo semeadas nos sacos de tecido citados no

item 2.2.

Foram produzidas 300 mudas de C. microphyllum, destas, 150 plantas inoculadas
manualmente, e 150 sem adicdo de indculo (daqui por diante chamadas de plantas
‘inoculadas’ e ‘controle’, respectivamente). As plantas cresceram em blocos rotativos de
tratamentos durante cinco meses. O solo inoculo contendo propagulos fungicos foi inserido
em cada saco de muda no ato da semeadura. As espécies de fungo escolhidas foram
Acaulospora longula Spain & N.C. Schenck e Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker &
Gerd.) C. Walker & A. Schifiller, FMAs comumente encontrados em regides semiaridas
(Silva et al., 2014). Foram inseridos cerca de 1000 esporos por saco, aproximadamente 420 de
A. longula e 600 de C. etunicatum. E o conjunto de plantas produzido foi utilizado para a

realizacdo de dois experimentos independentes.
2.4 DESENHO EXPERIMENTAL
2.4.1 Primeiro experimento — condi¢des controladas

O primeiro experimento foi realizado para a verificacdo da eficiéncia micorrizica dos
fungos diante de um estresse hidrico agudo nas plantas, dessa forma também verificamos a

tolerancia da C. microphyllum ao déficit hidrico agudo.
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Foram determinados quatro tratamentos, com 5 plantas cada: 1) Inoculado hidratado
(Inoc+H,0), 2) Inoculado seco (Inoc-H,0O), 3) Controle hidratado (Cont+ H,0), 4) Controle
seco (Cont-H,0). O tratamento inoculado se refere as plantas que receberam solo indculo na
sua producdo e o tratamento controle as plantas que ndo receberam adicdo de propagulos. O
tratamento hidratado é composto pelas plantas que foram diariamente hidratadas com a
capacidade de pote ao longo do experimento e o tratamento seco se refere as plantas que
tiveram sua rega suspensa durante o experimento. Apds 21 dias de seca foi considerado o
maximo estresse atraves da analise do contedo hidrico das plantas, assim, se seguiu mais
dois dias de reidratacéo e o experimento foi finalizado com a coleta do material vegetal no 23°
dia. Ao longo do experimento foram mensurados altura e diametro do caule das plantas como

proxy para avaliacdo de crescimento das mudas.

2.4.2 Segundo experimento — condi¢Ges de campo

Aqui verificamos a eficiéncia do FMA no estabelecimento das plantas jovens em
campo em seis parcelas previamente estabelecidas pelo projeto ecoldgico de longa duragédo
(PELD/CNPq — 403770/2012-2) selecionadas em um gradiente de precipitacdo que variou de
564 a 900 mm no Parque Nacional do Catimbau (Fig. 1). As parcelas possuem uma area de
20x20m e sdo cercadas para evitar o contato de grandes herbivoros com a vegetacdo. As
mudas foram transplantadas em covas de um metro de profundidade separadas por pelo
menos 75 cm de distancia. Os sacos permeaveis foram removidos dos canos de PVC e

inseridos nas covas, antes de cobri-los com o solo, dois litros de 4gua foram adicionados.
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Fig. 1. Regido de estudo no nordeste do Brasil (A) e a paisagem de estudo (retdngulo) no estado de
Pernambuco (area sombreada em B). Limites do Parque Nacional Catimbau com as 6 parcelas de
estudo representadas pelos pontos (C). Os nimeros em (C) representam a precipitacdo média anual em

mm para cada parcela.

O més de marco de 2019 foi o0 momento do ano escolhido para o transplante das
mudas para o campo por ter sido um més de muitas chuvas na area. Dessa forma o solo estaria
mais propicio para as mudas, principalmente nas areas mais secas (<690 mm). Foram
transplantadas 15 mudas por tratamento por parcela. ApOs esse processo todas as plantas
foram marcadas e identificadas de acordo com seu respectivo tratamento (Controle e

Inoculadas) (Fig. 2).
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Fig. 2. Producdo e plantio de mudas de Cenostigma microphyllum em &reas de Caatinga.

Sacos permeaveis de 75 cm foram utilizados para o crescimento das mudas e posicionados dentro de
canos de PVC de 1 m para manter a estrutura ereta e permitir o crescimento de raizes longas. Os sacos
foram cheios com solo natural da Caatinga e as sementes foram postas para germinar e dois
tratamentos foram definidos: 1) tratamento inoculado, que teve a adi¢do de solo inéculo contendo duas
espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), Claroideoglomus etunicatum e Acaulospora
longula; 2) tratamento controle, onde ndo houve adigdo de indculos externos ao solo natural. As
plantas cresceram a pleno sol com hidratacéo ideal por cinco meses. Apés esse tempo as plantas foram
levadas a campo e covas de 1m foram cavadas. As mudas foram inseridas juntamente com o saco de
forma que as raizes ndo sofressem danos mecanicos. Antes da cobertura da cova 2L de agua foram
adicionados, e assim, as plantas passaram a crescer em ambiente natural.

2.5 PARAMETROS ANALISADOS

2.5.1. Conteudo hidrico relativo (CHR)

Para a verificacdo do conteudo hidrico relativo (CHR) do primeiro experimento, trés
foliolos foram coletados as 05h00, de cinco plantas por tratamento. Apds a coleta esses
foliolos foram imediatamente pesados em uma balanca analitica (modelo AND - HR-200)

para obtencdo do peso fresco. Posteriormente, foram embebidos em &gua deionizada por 24h
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e novamente pesados para obtencdo do peso turgido, logo em seguida a pesagem os foliolos
foram levados para uma estufa de ventilagdo e condicionados por 48h a 70° C, e entéo
pesados novamente para aquisi¢cdo do peso seco. Essa analise foi realizada cinco vezes ao
longo do experimento em intervalos de cinco dias. O Conteddo Hidrico Relativo (CHR) foi

dado pela férmula: CHR= ((peso fresco — peso seco) / (peso turgido — peso seco)) x 100.

2.5.2 Crescimento e biomassa

Medidas de altura e didmetro do caule foram realizadas com auxilio de régua e
paquimetro, respectivamente, para avaliacdo do crescimento das plantas ao longo dos

experimentos.

Ao fim do experimento as plantas foram coletadas para avaliacdo de biomassa. A parte
aérea (PA) e as raizes (R) de cinco individuos de cada tratamento foram coletadas e separadas
em envelopes de papel, que foram colocados em estufa para secagem a 70° C durante 72h.
Posteriormente esse material foi pesado para obtencdo do peso seco e da relacdo raiz / parte

aérea (relacdo R/PA).

2.5.3 Trocas gasosas e déficit de pressao de vapor (DPV)

No primeiro experimento as medidas de trocas gasosas foram realizadas no 21° dia (no
méaximo estresse), com 24h e 48h ap0s a reidratacdo as 14h30. No segundo experimento, as
medidas foram realizadas apds um més do transplante (30 dias) e novamente apds quatro
meses do transplante (90 dias). As medidas foram realizadas com o analisador de gases do
infravermelho (IRGA) (ADC, modelo LCi, Hoddesdon, UK) em folhas completamente
expandida e sadias de 5 plantas por tratamento. Os seguintes parametros foram mensurados:
assimilacdo liquida de CO2 (A), condutancia estomaética (gs) e transpiracdo (E). A eficiéncia
do uso da &gua (EUA) foi obtida pela relacdo de A/E. O fluxo de fotons fotossintéticos foi

determinado através da radiacdo solar global no momento da mensuracdo, o qual foi fixado
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durante todo o horério de medida, variando ente 1000 ¢ 1400 umol m™s™, cinco plantas de
cada tratamento foram utilizadas. A umidade do ar e a temperatura foram medidas em
paralelo as medidas de trocas gasosas por meio de um termo higrometro digital. A partir
dessas medidas o DPV foi calculado usando a férmula [e — es] de acordo com Campbell e

Norman (1998) ao longo do experimento.
2.6 INFECTIVIDADE DO SOLO

O solo utilizado como substrato na producdo das mudas ndo foi esterilizado, pois
como teste de técnica pratica e de baixo custo para restauracdo, a esterilizacdo de um grande
montante de solo se torna logistica e economicamente inviavel. Assim, a capacidade de
infectividade do solo utilizado foi verificada. Onde, cinco amostras de solo foram coletadas
aleatoriamente, acondicionadas em salcos herméticos e transportadas para laboratorio. Os
esporos de aproximadamente 100 g das amostras de solo coletadas foram extraidos por
peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963). Em seguida as amostras foram
centrifugadas em solucéo de sacarose 50% (Jenkins, 1964). O nimero de esporos foi contado
diretamente sob um estereomicroscépio com ampliagdo de 40-100 x e convertido em numero

de esporos por g de solo.

Ap0s cinco meses de crescimento das mudas e antes do inicio dos experimentos cinco
plantas de cada tratamento, inoculado e controle, foram coletadas para verificacdo da
colonizacao radicular. A frequéncia de colonizacao das raizes dos FMA no nivel das espécies
foi estimada através da coleta das raizes, que foram triadas em raizes finas e mantidas em
alcool a 50%, até o processamento posterior. As raizes foram clarificadas com KOH a 10% (p
/ v) por 24 h em temperatura ambiente, lavadas com agua destilada e coradas com azul de
Tripan (p / v) por 1h (Koske e Gemma, 1989, modificado). Em seguida, duas laminas por

individuo foram montadas com 25 fragmentos de raiz cada, cada fragmento com 0,01 m
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(totalizando 50 cm de comprimento de raiz por individuo), para analise em microscopio com
aumento de 40x (Giovannetti e Mosse, 1980). Fragmentos de raizes com qualquer estrutura de
FMA (isto &, arbusculos, vesiculas ou hifas) foram designados como colonizados (Frosi et al.,
2016a). A frequéncia de colonizacéo foi calculada como F = n/Nx100, onde n é o nimero de
fragmentos colonizados e N é o nimero total de fragmentos. Assim, obteve-se uma frequéncia

de colonizacéo por individuo.
2.7 CARACTERIZACAO DO SOLO

Atributos do solo de cada parcela foram previamente analisados seguindo o protocolo de
analises agrondmicas da Embrapa (1997). A caracterizacdo quimica pode ser vista abaixo

(Tabela 1).

Tabela 1. Nutrientes do solo (M.O — matéria organica, N — nitrogénio, P — fosforo, pH e K — potassio)
e média historica de precipitagdo das parcelas analisadas no Parque Nacional do Catimbau.

Parcelas M.O N P pH K
(mm) (gkg) (gkg) (mgdm’) (emH,0) (cmolcdm®)
762 20,69 0,86 9 5,7 0,05
890 552 0,26 4 49 0,05
900 7,07 0,33 7 5,5 0,05
653 1252 05 6 5 0,07
607 352 0,16 5 53 0,06
564 8,79 0,37 5 53 0,04

2.8 ANALISES ESTATISTICAS

No primeiro experimento para testar a contribuicdo da inocula¢do prévia com FMA
diante do estresse agudo foi utilizada uma ANOVA de medidas repetidas, onde as variaveis
explanatorias foram os tratamentos (Cont+H,O, Cont-H,O, Inoc+H,0, Inc-H,0), e as
variaveis respostas foram os parametros analisados de contetdo hidrico, trocas gasosas e

eficiéncia do uso da agua (EUA). Os resultados de biomassa foram comparados com uma
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ANOVA dois fatores, e para ambas analises, as diferencas significativas foram comparadas

utilizando o teste de Student Newman-Keuls (p<0,05).

No segundo experimento utilizamos uma MANOVA aninhada para comparar 0S
pardmetros de trocas gasosas entre os dois tempos de coleta (30° e 90° dia), os tratamentos e
as parcelas (i.e., diferentes niveis de precipitagdo); e modelos lineares generalizados mistos
(GLMM) para testar o efeito direto do gradiente de precipitacdo sob as varidveis resposta
considerando os tratamentos, neste caso o tempo de coleta foi testado como fator aleatério. As
variaveis respostas foram gs, A e EUA. Todas as analises foram realizadas no programa R

Studio (Version 1.1.463), considerando efeitos significativos em p<0,05.

3 RESULTADOS

A verificacdo da infectividade do solo utilizado como substrato mostrou que em cada
grama de solo foram encontrados aproximadamente 0,35 esporos vidveis. Assim, todos 0s
individuos analisados apresentaram associacdo com FMA, tanto os que foram inoculados
manualmente no inicio da producdo das mudas, como aqueles tidos como controle da
inoculacdo do FMA, os quais foram semeados em solo natural da Caatinga. Assim, a
viabilidade dos poucos esporos contidos no solo se mostrou suficiente para a associacao e
multiplicacdo. A frequéncia de colonizacdo para os dois tratamentos foi de 99%, com a
presenca de hifas e micélios na estrutura das raizes analisadas. Todavia, embora as plantas
tenham realizado simbiose com FMA presente no solo, os individuos previamente inoculados
apresentaram uma recuperacao mais rapida em diferentes parametros mensurados, tais como,

CHR, gs, A e EUA apds a deficiéncia hidrica sob condi¢6es controladas.
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3.1 EXPERIMENTO EM CONDICOES CONTROLADAS (ESTRESSE AGUDO)

As plantas apresentaram um crescimento de 30% no tratamento Cont+H,0 e 10% no
tratamento Inoc+H,O, porém sem diferencas significativas. O didmetro do caule ndo

apresentou nenhum crescimento significativo (dados ndo mostrados).

O CHR das plantas submetidas ao déficit hidrico apresentou reducdo ap6s o 17° dia de
suspensao da irrigacdo, onde as plantas Cont-H,O apresentaram valores 30% menores
comparados as plantas do tratamento Inoc-H,O (Fig. 3). Nos dias seguintes de estresse os dois
tratamentos tiveram seu contetdo hidrico reduzido em 50% comparado as plantas hidratadas
(Cont+H,0 e Inoc+H,0). O méaximo estresse das plantas foi considerado quando o contetdo
hidrico foi cerca de 40%. Neste momento, ap6s 24 dias de suspensdo da irrigacdo, a maioria
das plantas sob estresse ja havia perdido a maior parte de suas folhas. Ap6s 48 horas de
reidratacdo as plantas se recuperaram, mas apenas o tratamento Inoc-H,O apresentou CHR
semelhante ao das plantas sempre bem hidratadas, por outro lado, o tratamento Cont-H,O

apresentou status hidrico 22% menor que as Cont+H,0O depois de 48h de reidratagéo (Fig. 3).

—a&— Cont+H,0 —e— Inoc+H,0
—&— Cont-H,0 —©—Inoc-H,0
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Fig. 3. Contetdo Hidrico Relativo (CHR) de folhas plantas jovens de Cenostigma microphyllum em
quatro tratamentos combinados por adi¢cdo ou ndo de FMA (inoculado e controle) e irrigado e sob
déficit hidrico (+H,0 e -H,0) ao longo do experimento de déficit hidrico, no dia do maximo estresse
(ME) e ap6s 48h de reidratacdo (RE). Asteriscos indicam diferencas entre os tratamentos pelo teste de
Newman-Keuls (p<0,05) (n= 5+DP).
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O DPV foi de 2,15 kPa no dia do maximo estresse e 1,89 e 2,13 com 24h e 48h de
reidratacdo, respectivamente. O teor de umidade do solo das plantas de déficit atingiu menos

de 10% de umidade, isto &, quase 90% menor que as plantas hidratadas.

As trocas gasosas decresceram no dia do maximo estresse nos tratamentos Cont-H,O e
Inoc-H,O (Fig. 4), a gs foi entorno de 80% menor que as plantas hidratadas (Fig. 4A). A
assimilacdo liquida de CO, (A) também apresentou 0 mesmo comportamento, porém foi 95%
menor comparada as plantas hidratadas (Fig. 4B). A EUA ocorreu somente em plantas
hidratadas, i.e., plantas sob seca ndo foram capazes de utilizar de forma eficiente a agua
durante 0 maximo estresse (Fig. 4C). Para nenhum dos parametros analisados no maximo

estresse houve diferenca significativa entre plantas inoculadas e controle quando sob seca.

Apls 24h de reidratacdo as plantas dos tratamentos Cont-H,O e Inoc-H,O
apresentaram leve recuperacgdo das trocas gasosas. A gs das plantas Inoc-H,O foi totalmente
recuperada, engquanto as plantas Cont-H,O ainda apresentavam uma condutancia mais baixa
(Fig. 4A). A taxa de assimilacdo liquida apresentou uma recuperacao parcial (Fig. 4B). As
plantas Inoc-H,O recuperaram entorno de 50% a taxa de assimilacdo CO,, enquanto as Cont-
H,O apenas 10%. A EUA foi menor que as plantas sempre hidratadas novamente, contudo, as

Inoc-H,0 tiveram uma EUA ainda superior gque as plantas Cont-H,O (Fig. 4C).

Apos 48h de reidratacdo a gs de todos os tratamentos apresentaram taxas similares,
porém a assimilacdo de CO, das plantas Cont-H,Oainda foi 50% menor que as demais. A

EUA foi maior em plantas Inoc-H,O, quando comparadas a Cont-H,O.

A biomassa da parte aérea (PA) e raiz ndo apresentou diferenca nos tratamentos,
contudo, o sistema radicular foi sempre maior em todas as plantas, sendo aproximadamente
75% superior e isso foi refletido na relacdo Raiz/PA que diferiu significativamente entre os

tratamentos da seca (Cont-H,O e Inoc-H,0) (Tabela 2).
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Fig. 4. Trocas gasosas de plantas jovens de Cenostigma microphyllum em quatro tratamentos
combinados por adi¢do ou ndo de FMA (inoculado e controle) e irrigado e sob déficit hidrico (+H,0 e
-H,0) no maximo estresse (ME) e na reidratacdo (RE) com 24h e 48h. As variaveis sdo: condutancia
estomatica (gs, A), taxa de assimilagdo liquida de CO, (A, B) e eficiéncia do uso da agua (EUA, C);

Letras indicam diferencas entre os tratamentos pelo teste de Newman-Keuls (p<0,05) (n= 3-5+DP).

Tabela 2. Biomassa da parte aérea (PA), raiz (R) e relagéo raiz /parte aérea (R/PA) de plantas jovens
de Cenostigma microphyllum em quatro tratamentos combinados por adicdo ou ndo de FMA
(inoculado e controle) e irrigado e sob déficit hidrico (+H,0 e -H,0). Letras indicam diferencas entre

o0s tratamentos pelo teste de Newman-Keuls (p<0,05) (n= 5£DP).

Biomassa (g)

Tratamentos PA Raiz

Raiz/PA

Cont+H,O0  132+03 ™ 554+1,8 ™
Inoc+ H,O 1,65+0,2 5,32+0,8
Cont-H,0 1,1240,4 57411
Inoc- H,0 1,14+05  3,85+1,1

3,52+¢1,3°
3,24+0,3°
4,83+0,7°
4,10+0,9°
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3.2 EXPERIMENTO EM CONDICOES DE CAMPO (ESTRESSE CRONICO)

O ano de 2019 foi um ano com uma média de precipitacdo relativamente alta,
comparado aos Ultimos oito anos (Fig. 5A). Na parte Umida do parque choveu entre 38,3 e
187,1 o total de 882 mm, por outro lado na parte com histérico de menor precipitacdo choveu

entre 0 e 252,4 mm o total de 466,4 mm (Fig. 5B).
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Fig. 5. Precipitacdo média histdrica dos ultimos 15 anos (A) e precipitagdo acumulada mensal do ano
de 2019 (B) no Parque Nacional do Catimbau em &reas Umidas e secas da regido (fonte: APAC).

Todas as plantas foram capazes de sobreviver entre o transplante e 03 meses de
permanéncia sob condi¢cbes de campo. O modelo do GLMM indicou que o nivel de
precipitacdo da parcela de fato influenciou o desempenho fotossintético das plantas (Tabela
3). As trocas gasosas e a EUA tanto no 30°, quanto no 90° dia ap6s o transplante ndo diferiram
entre os tratamentos, nesse caso, as plantas inoculadas previamente e as plantas controle
apresentaram o mesmo desempenho para os parametros avaliados. O DPV no momento da
mensuracdo das trocas gasosas nas parcelas nos dois periodos de anélise variou entre 0,36 a

2,77 kPa.
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Tabela 3. Anélise dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) das trocas gasosas ao 30° e 90°
dia apds o transplante das mudas de Cenostigma microphyllum em parcelas com diferentes niveis de
precipitacdo do Parque Nacional do Catimbau. Para cada variavel do modelo indicamos o coeficiente
médio (B), o erro padrdo incondicional (SE), os intervalos de confianca de 95% (1C95%), o valor de p
e 0 R2 condicional. As varidveis sdo: condutancia estomatica (gs), taxa de assimilagdo liquida de CO,
(A) e eficiéncia do uso da agua (EUA) (n=5).

IC 95%

d;:)iﬂg\éiltses Variaveis independentes B pgg:go Menor  Maior p R2
Precipitacdo 0,001 <0,001 6,886 1,836 <0,001

Os Tratamento (inoc) -0,007 0,031 -6,767 5,291 0,811 0,314
PrecxTrat (inoc) <0,001 <0,001 -6,543 9,712 0,703
Precipitacdo 0,014 0,005 0,004 0,024 0,004

A Tratamento (inoc) -1,504 5,171 -11,640 8,630 0,771 0,554
PrecxTrat (inoc) 0,003 0,007 -0,010 0,017 0,611
Precipitacéo -0,006 0,002 -0,011 -0,002 0,006

EUA Tratamento (inoc) -1,153 2,411 -5,877 3571 0,633 0,253
PrecxTrat (inoc) 0,001 0,003 -0,005 0,008 0,609

Ao 30° dia apos o transplante as plantas apresentaram 0 mesmo comportamento para
gs € A (Fig. 6A), ndo havendo um padrdo claro ou diferenciacdo dentro do gradiente de
precipitacdo ou dos tratamentos. A EUA, contudo, foi menor em parcelas mais imidas (Fig.
6C). Entretanto, no 90° dia as taxas de gs e A foram menores em parcelas mais secas (Fig. 6A
e B), algumas plantas chegaram a zero. Parcelas mais umidas apresentaram melhores
respostas apesar de reducédo geral nas taxas quando comparadas ao 30° dia. A EUA foi similar
em todo o gradiente (Fig. 6C). Entre o 30° e 90° dia ap0s o transplante choveu 168,4 mm nas

parcelas das areas secas e 456,9 mm nas parcelas das areas imidas.
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Fig. 6. Trocas gasosas de plantas jovens de Cenostigma microphyllum em dois tratamentos flngicos
(inoculado e controle) em parcelas com diferentes niveis de precipitacdo do Parque Nacional do
Catimbau. As variaveis sdo: taxa de assimilacéo liquida de CO; (A, A), condutancia estomatica (gs, B)
e eficiéncia do uso da 4gua (EUA, C); analisadas pelo teste de GLMM (p<0,05) (n=5).

O maior crescimento tanto em altura quanto ao didmetro do caule foi visto na parcela
de 762 mm, cerca de 30% maior quando comparado ao inicio do experimento (dados nédo
mostrados). Esse maior crescimento foi refletido no contetdo de biomassa seca das plantas,
que foi maior nessa parcela (tabela 4). Para as demais parcelas o conteddo de biomassa seca
foi semelhante entre si, e para todas elas ndo houve diferenca entre os tratamentos inoculado e

controle tanto para altura e didmetro do caule, quanto para biomassa. As raizes das plantas,
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assim como visto em condigdes controladas apresentou pelo menos 65% mais biomassa
quando comparada a parte aérea. A relacdo Raiz/PA foi maior em uma das parcelas com
indice pluviométrico maior, mostrando um maior investimento em raizes nessas plantas

(tabela 4).

Tabela 4. Biomassa da parte aérea (PA), raiz (R) e relacdo raiz/parte aérea (R/PA) de plantas jovens
de Cenostigma microphyllum em dois tratamentos fungicos (inoculado e controle) em parcelas com
diferentes niveis de precipitacdo do Parque Nacional do Catimbau. Letras indicam diferencgas entre as
parcelas pelo teste de Newman-Keuls (p<0,05) (n= 5+DP).

Biomassa (g)

Inoculadas Controle
Precipitacdo(mm) PA Raiz Raiz/PA PA Raiz Raiz/PA
564 1,41+0,4°  4,52+1,0° 3,10+1,0°  1,29+0,3°  5,02+1,4° 4,56+0,8°
607 1,31+0,3°  4,65+1,0° 3,66+0,9°  1,15+0,3°  5,34+1,8" 4,06+1,5°
653 1,78+0,3°  6,16+1,7° 3,43+0,4°  1,85+0,6°  6,14+2,1° 3,59+1,4°
762 4,12+41,7%°  12,15+0,8° 3,58+0,4°  4,14+14°  12,44+3.4° 3,11+0,6°
890 1,18+0,2°  6,78+2,1° 5,88+1,9°  1,00+0,1°  5,73+2,6° 5,58+2,0°%
900 1,14+0,2°  4,41+0,3° 3,54+0,3°  1,13+0,4°  523+2, 0° 4,12+0,3°

4 DISCUSSAO

Nossa hipotese, na qual o FMA aumentaria o desempenho das plantas, tanto em
condicdes controladas como em condic¢des de campo, reduzindo os impactos provocados pela
variacdo na disponibilidade hidrica, foi parcialmente corroborada. Diante das condicGes
controladas, as trocas gasosas das plantas inoculadas sob seca (Inoc-H,O) apresentaram
melhor desempenho durante a reidratacdo, apresentando uma recuperacdo mais rapida do
estresse. Contudo, as plantas transplantadas em campo ndo mostraram comportamento
diferenciado entre as inoculadas e controle, apresentando desempenho semelhante quanto as
trocas gasosas e ganho de biomassa, o que nos leva a rejeitar a nossa segunda hipétese. Ainda,

variaveis referentes a presenca de simbiose no sistema radicular apontaram que as plantas de
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C. microphyllum possuem capacidade de realizar a simbiose em solo préprio da Caatinga, sem

que haja adi¢do de mais inoculos.

Diante da confirmagdo de simbiose em ambos os tratamentos a partir daqui plantas
inoculadas se referem aquelas que tiveram a interferéncia do fungo cultivado previamente
selecionado, e plantas controle sdo aquelas sem interferéncia de fungos selecionados, porém

associadas a comunidade nativa de FMA do solo.
4.1 EXPERIMENTO EM CONDICOES CONTROLADAS

As plantas de C. microphyllum que foram previamente inoculadas e posteriormente
submetidas a deficiéncia hidrica foram favorecidas pelo fungo cultivado na recuperacdo do
status hidrico, e no retardo da desidratacdo sob seca. Nas trocas gasosas a contribuicdo do
FMA também foi notada nas primeiras 24 h de reidratacdo, onde plantas do tratamento Inoc-
H,O tiveram suas taxas recuperadas mais rapidamente. Tal comportamento ja foi relatado
para plantas inoculadas do género Cenostigma sob condi¢Ges de déficit hidrico, onde estas
apresentaram mudancas positivas na fotossintese, bioquimica foliar e producdo de biomassa
(Frosi et al., 2016) quando inoculadas com FMA. Isso permite que as plantas tenham maior
plasticidade na resposta diante da escassez hidrica (Liu et al. 2015). Neste trabalho essa
plasticidade se mostrou na mudanca da relacdo Raiz/PA, entretanto, resultado da deficiéncia
hidrica e ndo da presenca do FMA. Sob deficiéncia hidrica € comum plantas tolerantes a seca
restringir o crescimento da PA, o que reduz a perda de agua para atmosfera e, estimular o
sistema radicular, aumentando dessa forma, a absor¢do de agua e nutrientes (Zhang et al.,
2019). Além disso, quando associadas ao FMA o fungo é capaz de modular essa caracteristica
plastica das plantas e fortalecer essa estratégia de tolerancia a seca, que € o incremento de

biomassa radicular (Bahadur et al., 2019; Zhang et al., 2019).
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Sob estas condi¢Ges experimentais o tratamento Inoc-H,O apresentou uma maior
rapidez na recuperacdo das variaveis mensuradas durante o periodo de reidratacdo,
melhorando a capacidade de recuperacdo de plantas estressadas e aliviando os impactos da
seca no metabolismo fisioldgico que envolve trocas gasosas e potencial hidrico (Ouledali et
al., 2018). Esse resultado sugere que nesse caso os FMA selecionados tiveram um papel
relevante ao amenizar o estresse hidrico. Ou seja, 0 FMA cultivado é capaz de estimular o uso

da agua em sua planta hospedeira de forma mais eficiente (Liu et al., 2015).
4.2 EXPERIMENTO EM CONDIQOES DE CAMPO

Primeiramente é necessario esclarecer que o ponto chave para que 0 sucesso seja
obtido no estabelecimento das mudas em campo, sob condi¢Ges do semiarido, é a etapa da
producdo das mudas, que é crucial para garantia de crescimento das plantas em viveiro,

tornando-as aptas a posterior transferéncia para o ambiente natural (Manaut et al., 2015).

Resultados prévios com espécie lenhosa da Caatinga sob os dois principais estresses
abioticos da regido, deficiéncia hidrica (Frosi et al., 2016) e salinidade (Frosi et al., 2017),
demonstraram que a associacdo FMA e espécies arboreas pode amenizar os efeitos negativos
sob o ganho de biomassa. O aumento da tolerancia aos estresses encontrados no ambiente
estaria diretamente relacionado a robustez da raiz promovida pela inoculagdo por FMA,
principalmente por espécies de fungos adaptadas as condicdes a que as plantas serdo
submetidas (Manaut et al., 2015). Ainda, o uso combinado de espécies de FMA é uma
estratégia conveniente que garante maiores chances de respostas sinérgicas, garantindo o
efeito maximo no desempenho da planta (Zhang et al., 2019). Isso ocorre devido aos
diferentes padrGes de crescimento e desenvolvimento de cada espécie de fungo, que séo
capazes de ocupar diferentes nichos no solo e ter diferentes estratégias de atuacdo (Giri e

Saxena, 2017). Dessa forma podemos dizer que a técnica utilizada para producéo, cultivo e
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transferéncia das mudas nesse trabalho, que permitiu 100% de sobrevivéncia, durante o tempo

analisado, é considerada eficiente e promissora.

Nossos resultados demonstraram que o principal fator para melhor performance das
trocas gasosas foi o gradiente de precipitacdo. Apos o periodo de estabelecimento inicial de
30 dias, parcelas com menor indice pluviométrico apresentaram maiores taxas de EUA,
retratando a aclimatacdo dessas plantas ao ambiente mais seco. A EUA é um importante traco
funcional que representa a adaptabilidade das plantas a condi¢des hidricas limitadas (Liu et
al., 2019). Por outro lado, ap6s 90 dias de transplante a EUA ndo mais diferiu dentro do
gradiente, porém, as taxas de A e gs foram diretamente proporcionais ao indice pluviométrico
das parcelas. Esse fechamento estomatico progressivo € uma resposta comum as plantas sob
efeito moderado de estresse hidrico, que reflete os niveis de dgua mais baixos no solo,
evitando um possivel comprometimento do seu status hidrico (Salazar-Tortosa et al., 2018;
Stellfeldt et al., 2018). Assim, essa reducdo da gs diminui riscos de falha hidraulica, contudo,
0 custo disso é a consequente reducdo da assimilacdo liquida de CO, a medida que as
condigdes secas avangam (Salazar-Tortosa et al., 2018). Ainda vale ressaltar que esse controle
estomatico apresentado pelas plantas jovens de C. microphyllum mostra robustez da espécie a
ambientes secos. Ainda, a falta de diferenca na EUA dentro no gradiente, nesse periodo,
poderia indicar uma resposta promovida pelo FMA associado as raizes, que diante de uma
cascata de efeitos da seca melhorou o fluxo e o transporte de agua na planta, estimulando o
seu uso mais eficiente, i.e., 0 FMA poderia estar garantindo um status hidrico melhor e assim,
permitindo as plantas uma assimilacdo de CO, de formas similares aos outros locais (Barzana

etal., 2012; Liu et al., 2015).

O FMA tem um efeito significativamente positivo a sobrevivéncia das lenhosas,
fornecendo vantagens importantes as plantas no estagio de estabelecimento, por justamente

favorecer o aumento das taxas de trocas gasosas e da eficiéncia do uso da agua (Asmelash et
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al., 2016; Oudelali et al., 2018; Bahadur et al., 2019). Essas vantagens sdo promovidas pelo
aumento da absorcdo de agua e nutrientes pelas raizes em consorcio com as hifas
extrarradiculares, principalmente em solos mais pobres e degradados, como aqueles em
processo de desertificacdo (Vieira et al., 2015; Asmelash et al., 2016; Azimi et al., 2018;

Ouledali et al., 2018; Bahadur et al., 2019).

O FMA também é capaz de melhorar o ganho de biomassa de espécies lenhosas (Frosi
et al., 2016b; 2017), o que aumentaria a velocidade de crescimento na curta estagcdo chuvosa
em uma floresta tropical sazonalmente seca. Todavia, em campo ndo houve diferenca entre a
biomassa dos tratamentos ou dentro do gradiente, exceto pela parcela com média de 762
mm/ano. P&de ser observado in situ que esta parcela apresentou uma precipitacdo local
superior as outras areas no periodo de avaliagdo. Contudo, percebemos que apesar de uma
biomassa destacada, devido a um maior fornecimento de agua no periodo, a relacdo raiz/parte
aerea foi proporcional as outras parcelas, i.e., 0 investimento em raizes foi maior. Como ja
mencionado anteriormente (sessdo 4.1), a biomassa radicular € comumente maior em plantas
inoculadas e sob estresse hidrico, pois essa € uma estratégia de médio/longo prazo de plantas
para tolerar a seca, na chance de atingir camadas mais profundas de solo para absorcdo de

agua (Zhang et al., 2019).

Diante da colonizagdo micorrizica apresentada em ambos os tratamentos (controle e
inoculado) e o padrdo de trocas gasosas, biomassa e crescimento similares, percebemos que
nesse experimento, sob condi¢fes de campo, a microbiota de FMA dos tratamentos nédo se
diferenciou na pratica, como visto na reidratagdo do experimento de condi¢bes controladas.
Assim, nas circunstancias de campo, ambos indculos, nativos ou cultivados se mostraram
eficientes, bem como inoculacdo prévia ou naturalmente ocorrida. Estudos prévios ja
mostraram como os fungos nativos sdo eficientes, por ser um método eficaz e econbmico para

auxiliar o estabelecimento de plantas jovens inseridas em campo (Manaut et al., 2015;
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Asmelash et al., 2016; Koziol et al., 2018). Diante disso, os fungos nativos do solo destacam

sua grande importancia em ambientes naturais (Koziol et al., 2018).

Em sintese, a C. microphyllum é uma espécie abundante e bem conhecida na area de
Caatinga estudada (Rito et al. 2017).. Seu relacionamento estreito com o FMA (99% de
frequéncia de colonizagdo) em ambos os tratamentos mostra plasticidade e eficiéncia no
proveito dessa relacdo simbiotica. Nossos achados mostraram que, 0 FMA cultivado promove
uma melhora de destaque na recuperagdo do status hidrico foliar e nas trocas gasosas, sob
condicBes controladas apds periodo de déficit hidrico, como j& haviamos mostrado em estudos
anteriores (Liu et al., 2005; Ouledali et al., 2018). Esta é uma realidade diante de um estresse
agudo, entretanto, esta espécie também responde bem quando associada & comunidade de
FMA nativo, como visto em resultados similares em condi¢fes de estresse crénico (em

campo).

A estratégia de engenharia ecoldgica neste presente estudo mostra como preparar e
transplantar plantas jovens de uma espécie lenhosa, inoculada com um mix de FMA
selecionados e comuns em areas semiaridas do Nordeste Brasileiro, e posteriormente
transplantadas para o campo. De fato, com a técnica empregada tivemos 100% de
sobrevivéncia das plantas jovens até 90 dias ap06s o plantio, com constante ganho de biomassa
e assimilacdo de CO,. Nossos resultados mostraram também que ndo h& necessidade de
inoculacdo prévia com mix de FMA para esta espécie, basta a semeadura ocorrer em solo
natural que o processo simbidtico ocorre, e sob condi¢cbes de campo suportam o0
desenvolvimento das plantas jovens. Contudo, avaliacbes de longo prazo também s&o
importantes, a fim de avaliar se o estabelecimento final da planta no local foi atingido, i.e., se
as plantas foram capazes de desenvolver partes reprodutivas e desenvolver propagulos ao
longo do dinamismo sazonal. Uma vez que o fator mais importante em nossa avaliacdo da

performance das plantas sob condi¢Bes de campo foi o gradiente pluviométrico.
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E de grande importancia ecoldgica entender o papel da simbiose planta-FMA e os
mecanismos utilizados nessa interacdo para mitigar efeitos de estresses, a fim de ajudar nas
previsdes acerca das adaptacOes futuras das plantas diante de ambientes em mudanga.
Também ¢é fundamental um bom gerenciamento do solo local para que haja o
desenvolvimento de técnicas ecoldgicas baseadas nos indculos nativos em espécies vegetais
nativas nos programas de recuperacdo de areas que foram degradadas e expostas aos

processos de desertificagdo no semiarido brasileiro.
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4 CONCLUSAO

Diante dos problemas previstos e ja acarretados pelas mudancas climaticas e
perturbagdes antrépicas nos deparamos com a importancia da simbiose planta-FMA dentro
desse cenario de escassez hidrica, perda de habitat e degradacdo de areas. Ao longo das
analises dessa relacdo simbiotica realizadas nessa tese percebemos que a precipitacdo é um
fator de grande importancia para a relacédo planta-FMA. Pois, vimos que o0 FMA tem um papel
chave na recuperacdo das plantas diante do estresse hidrico, e isso é crucial para
sobrevivéncia das espécies vegetais em ambientes com escassez severa de agua (como visto

no capitulo 2).

Essa é uma razdo para 0 Seu USO em programas que visem a recuperacao de areas
degradadas através da insercdo de novos elementos no sistema, desde que haja um bom
gerenciamento da microbiota do solo local e que seja utilizada uma técnica de plantio
eficiente. Porém, é importante mencionar que com o avanco e prolongamentos dos efeitos de
seca, previstos para o semiarido brasileiro, sdo grandes as chances das plantas néo
conseguirem suportar a manutencdo da simbiose e que essa a interacdo seja reduzida no
ecossistema. E por esse motivo é fundamental que haja estudos mais aprofundados e de longo
prazo com base na escassez de agua, sofrida pela Caatinga, a fim de definir o grau de risco a

gue esses micro-organismos estao submetidos.
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Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) symbioses are thought to help plants to cope with harsh
environments and to affect not only plant fitness, but also ecological organization from
population to ecosystem level. Here, we investigated to what extent this association was
present, and what the major environmental drivers were in a human-modified landscape of the
Caatinga dry forest in north-eastern Brazil. AMF spore density in the soil and the frequency
of AMF root colonization were examined at the species and forest-stand level for the nine
most abundant and widespread woody plant species in 18 forest plots across gradients of
chronic anthropogenic disturbance, rainfall and soil attributes. Soil spore density was low (1.0
+ 0.6 spore/g soil) across all conditions. However, AMF were present across all species, and
colonization frequencies were high (50%, on average) throughout the entire environmental
gradients. At species level, AMF colonization frequency only responded to environmental
variables (disturbance, rainfall, soil available phosphorus, soil organic matter and soil pH) in
one species (Cnidoscolus pubescens). At forest-stand level, colonization frequency responded
positively to both soil pH and rainfall, but not to chronic anthropogenic disturbance. Our
results suggest AMF symbiosis is widespread among the plant species and ecological
conditions in the Caatinga. Moreover, this symbiosis, which in this case was mediated by
rainfall, is likely affecting the resilience of the Caatinga dry forest as it is associated with the
most abundant and biomass-relevant forest species and in the harshest conditions for plant

survival and reproduction (i.e. nutrient-poor soils and dry habitats).

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi colonization; chronic anthropogenic disturbance;

forest resilience; rainfall gradient; soil attributes; spore density
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1. Introduction

Human disturbances are reorganizing the biodiversity of tropical forests, causing
impacts from population to ecosystem level, including forest dynamics and ecosystem
resilience (Tabarelli et al., 2010; Malhi et al., 2014; Garcia-Valdés et al., 2015). Human-
driven disturbances include the continuous removal of small portions of aboveground forest
biomass via, for example, firewood collection, exploitation of non-timber forest products and
livestock grazing (i.e. chronic anthropogenic disturbance, sensu Singh 1998) by forest-
dependent people. This removal of forest biomass can result in more open forest habitats with
hotter and drier microclimates (e.g. Hardwick et al., 2015, Silva et al. 2019), depleted levels
of soil nutrients and water content as well as increased compaction (Guadarrama et al., 2014;
Schultz et al. 2016; Heyde et al., 2017). Such harsh conditions or high-stress environments
have been proposed to reorganise woody plant assemblages (Ribeiro et al. 2019), with
cascading effects on biotic interactions (e.g. disruption of mutualisms) and the ecosystem
functions and services they provide (Leal et al. 2014, Oliveira et al. 2019). In addition to
chronic anthropogenic disturbances, several tropical biotas are currently experiencing
significant impacts due to climate change. At organism level, changes in morphology,
phenology and physiology have been observed as a result of climate change (Martinez-Garcia
et al., 2012; Garcia-Valdés et al., 2015; Allen et al., 2017). Furthermore, changes in species
distribution and abundance (Parmesan and Yohe, 2003; Mair et al., 2014), biotic interactions
(Rubenstein, 1992; Martinez-Garcia et al., 2012; Silva et al. 2019) and patterns of ecosystem
functioning (Walther et al., 2002; Allen et al., 2017) have been also associated with climate
change (Walther et al., 2002). Consequently, there has been increasing concern over the
potential connections between local human disturbances and climate change, such as the
emergence of physically harsher habitats and their cascading effects on biological

organization (Hirota et al., 2011; Rito, Arroyo-Rodriguez, Queiroz, Leal, & Tabarelli, 2017).
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For example, reduced rainfall has been a constant threat to seedling recruitment and plant
performance across human-disturbed semiarid regions, where soil water availability is
typically a limiting factor (Brodie et al., 2012; Santos et al., 2014; Allen et al., 2017, Ribeiro
et al. 2019).

On the other hand, there is some evidence that symbioses between plants and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) could reduce some of the negative effects of human
disturbance and climate change on plant establishment and performance (Violi et al., 2008;
Uiboppu et al., 2009). AMF colonize the roots of approximately 80% of terrestrial plants
(Smith and Read, 2008). By affecting performance of host plants, e.g. improving seedling
survival (Miranda and Miranda, 2001), AMF symbiosis can influence not only plant
community structure, but also patterns of ecosystem productivity, nutrient cycling and
resilience (Van der Heijden et al., 2015). Indeed, AMF symbiosis may be crucial for plant
establishment, especially in the face of soil water deficit, as AMF can increase the gain and
transfer of water to the plant through the hyphae (Hardie, 1985; Ruiz-Lozano; Azcon, 1995).
AMF symbiosis can also increase soil water retention properties (Augé, 2001; Rillig and
Mummey 2006), and improve osmotic adjustment (Augé et al., 1992; Kubikova et al., 2001;
Ruiz-Lozano et al., 1995), increase gas exchange and water use efficiency (Augé et al., 1992;
Ruiz-Lozano et al., 1995; Frosi et al., 2016b) and protect from oxidative damage generated by
drought (Porcel; Ruiz-Lozano, 2004; Porcel et al. , 2003; Ruiz-Lozano et al., 2001). Finally,
AMF may facilitate the establishment of plants in unfertile soils by increasing their capacity
to absorb nutrients, especially phosphorus (Karanika et al., 2008; Dostalek et al. 2013). In
synthesis, AMF symbiosis may be crucial for plant establishment because it improves soil
aggregation and promotes increased biomass and plant survival in habitats with limiting
conditions (Rillig and Mummey 2006; Violi et al., 2008; Frosi et al., 2016b; Pankova et al.,

2018).
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The Caatinga dry forest covers around 1 million km? in north-eastern Brazil and is the
largest and most biodiverse seasonally dry tropical forest (SDTF) globally (Pennington et al.,
2009; Silva et al.,, 2017). Similar to other SDTFs, the Caatinga supports dense rural
populations, whose livelihoods are heavily dependent on the use of local natural resources;
i.e. forest-dependent people (Silva et al., 2017). Additionally, the Caatinga biota is expected
to experience a decline in rainfall of 22% by 2100 (IPCC, 2014). Increased human
disturbance, low soil fertility (particularly in sandy soils) and reduced water availability, as
well as frequent prolonged droughts as a result of declining rainfall, might favour AMF
symbioses due to the harsher conditions imposed by these abiotic factors. Thus, verifying the
extent to which AMF colonization is affected by disturbance, climate regime and soil
conditions is essential to understand the importance of this association to the establishment of
woody plants in the Caatinga dry forest. This is particularly relevant as AMF symbioses are
essential for plant establishment and performance.

Here, we examined the relevance of AMF symbioses in a human-modified landscape
in the Caatinga dry forest in north-eastern Brazil and their driving forces. More precisely, we
assessed soil spore density at forest stand level and AMF root colonization across the nine
most abundant woody plant species (i.e. species level) and at forest stand level across our
focal landscape. In addition, we investigated the potential impacts of chronic anthropogenic
disturbance, rainfall and soil attributes on these symbiosis-related attributes. We expected
higher spore densities and frequencies of effective colonization as chronic human disturbance
increased and soil fertility and rainfall decreased, because sporulation often increases under
such stressful conditions (Zangaro et al., 2013), while AMF colonization would favour plant
establishment and growth via better uptake of soil water and nutrients (Auge, 2001; Caravaca

et al., 2003; Alguacil et al., 2011; Van der Heyde et al., 2017). Finally, we discuss the
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uncovered patterns in light of the drivers of these symbioses and their ecological relevance,

including for the resilience of the Caatinga dry forest.

2. Material and methods
2.1. Study site

The study was conducted in the Catimbau National Park, a 607-km? protected area in
north-eastern Brazil (Fig. 1). The regional climate is semiarid and is classified as BSh,
transitioning to rainy tropical (As") in some areas (Koppen system). Mean annual rainfall
varies markedly in the Catimbau, from 1100 mm in the south-east to 480 mm in the north-
west, with a mean annual temperature of 23°C (Rito et al., 2017). Approximately 70% of the
park landscape is covered by naturally impoverished quartzite sandy soils, supporting low
stature and nutrient-poor (up to 12 m) Caatinga dry forest (Rito et al., 2017). Fabaceae,
Euphorbiaceae, Boraginaceae and Burseraceae are the most important woody plant families,
while the herbaceous understory is dominated by Cactaceae and Bromeliacae (Rito et al.,

2017).
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Fig. 1. Study region in north-eastern Brazil (a), and the study landscape (rectangle) in Pernambuco
state (shaded area in b). Limits of Catimbau National Park with the 18 study plots represented by dots
(c). Numbers in (c) represent the mean annual precipitation in mm for each plot.

2.2. Chronic anthropogenic disturbance, rainfall, soil attributes and woody plant
assemblages

A long-term ecological research initiative established a network of 18 0.1-ha
permanent plots in the Catimbau National Park, distributed along independent gradients of
chronic anthropogenic disturbance and rainfall (Rito et al., 2017). All plots were on sandy
soil, had similar slope, and supported old-growth vegetation that had not experienced slash-
and-burn agriculture for at least 50 years (Rito et al., 2017). Plots were separated by a

minimum of 2 km and occurred within an area of 214 km? (Rito et al., 2017).

Briefly, the degree of chronic anthropogenic disturbance was characterized for each

plot using a global multi-metric disturbance index, which combined the three main sources of
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local disturbance: grazing by livestock, wood extraction and exploitation of non-timber
products (Arnan et al. 2018). These sources of disturbance were quantified for each plot using
socioecological data from surrounding farms and towns, geographic distances from farms and
roads, along with direct measurements taken within the plots (Arnan et al., 2018). This multi-
metric disturbance index was standardized to range from 0 (no disturbance) to 100 (maximum
possible disturbance), and actual values ranged from 2.7 to 58.1 (Arnan et al., 2018). The
mean annual precipitation for each plot was obtained from the WorldClim global climate data
repository (Hijmans et al., 2005) with 1 km resolution using the “maptools” package (Bivand
and Lewin-Koh, 2015) for R 3.1.2 (R Core Team, 2015). Soil attributes were characterized
using five samples of the upper 20 cm of soil in each plot, which were pooled into a single
soil sample per plot (see Souza et al., 2019). Soil samples were analysed by a private
agronomic lab following the Brazilian standard protocols for agronomic analyses (Embrapa,
1997). We used available phosphorous in soil (21.3 to 74.4 mg dm™), soil pH (4.2 to 6.2) and
soil organic matter content (4.4 to 42.4 g kg™) to estimate soil fertility. Data on relative
abundance of species and aboveground biomass were obtained from Rito et al. (2017) and
Souza et al. (2019), respectively. We used a principal component analysis (PCA) to
investigate whether any of our explanatory variables were correlated. Aboveground biomass
and rainfall were found to be correlated, so we excluded aboveground biomass from our

analyses.

2.3. Focal plant species

We focused on sampling and analysing soil mycorrhizal spore density and root
colonization for the nine most-abundant and widely distributed woody plant species of the
Caatinga focal landscape (Table S1 Supplementary material, Rito et al. 2017). We sampled

adult individuals (i.e. diameter at soil height > 3 cm and height > 1.0 m, sensu Felfili et al.,
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2005) of our nine focal species that were physically isolated from other plants (minimum
radius of 30 cm) to prevent the roots of other individuals from being collected during
sampling. We aimed to sample three individuals per species per plot, but the number of
individuals per species varied according to the abundance of individuals conforming to our
selection criterion. One to three individuals were sampled per species per plot, with a total of

224 individuals sampled throughout our focal landscape (Table S2 Supplementary material).

2.4. Plant-AMF symbiosis

To investigate the relevance of AMF symbioses in the Caatinga dry forest, we
examined two variables: soil spore density and percentage of root colonization (i.e.
colonization frequency). To assess soil spore density in each of our 18 plots, five 500-g
samples of the upper 20 cm of soil were randomly collected in each plot during the wet
season. These five samples per plot were pooled into a single sample in sealed bags and
transported to the laboratory to quantify the number of spores and sporocarps (adapted from
Silva et al. 2014). A subsample of 100 g of each soil sample was wet-sieved (Gerdemann and
Nicolson, 1963) before centrifugation (1,048%g) in water and sucrose (Jenkins, 1964). The
number of spores was counted under a stereomicroscope at 40-100x magnification and
converted to number of spores per g of soil.

AMF root colonization frequency at the plant species level was estimated by collecting
a minimum of 3 g of roots together with the rhizosphere from the base of the stem of each
focal plant. Root harvesting was carried out in the rainy season to allow the identification of
deciduous species based on vegetative and/or reproductive characteristics. Collected roots
were taken to the laboratory, where fine roots were selected and kept in 50% alcohol. Roots
were clarified with 10% (w/v) KOH for 24 h at room temperature, washed with distilled water

and stained with trypan blue (w/v) for 1 h (adapted from Koske and Gemma, 1989). Two
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slides per individual were assembled with 25 1-cm root fragments each (totalling 50 cm of
root length per individual) for analysis under a microscope with 40x magnification
(Giovannetti and Mosse, 1980). Root fragments with any AMF structures (i.e. arbuscles,
vesicles or hyphae) were considered to be colonized (Frosi et al., 2016a). Colonization
frequency was calculated as F= n/N=100, where n is the number of colonized fragments and
N is the total number of fragments. This equation was used to calculate colonization
frequency per species per plot, as well as colonization frequency per plot by pooling all

species in each plot (as adopted Meng et al., 2015).

2.5. Data analysis

We used a general linear model (GLM) to test for the separate and combined effects of
our explanatory variables (chronic anthropogenic disturbance index, rainfall and soil available
phosphorus, pH and organic matter) on plot-level spore density. To investigate potential
effects of our focal species on soil spore density at plot level we used two complementary
analyses: (1) a canonical correspondence analysis (CCA) using the relative abundance of the
focal plant species per plot and plot level spores density; and (2) a GLM for each focal plant
species considering all explanatory variables for the respective subset of plots where each
species occurred. For GLMs at species level, the Bonferroni correction was adopted to avoid
type | errors, and p < 0.005 was adopted as the probability value.

GLMs were also used to investigate the effects of our explanatory variables (chronic
anthropogenic disturbance index, rainfall and soil available phosphorus, pH and organic
matter) on mycorrhizal colonization frequency at species and plot level. A GLM that included
all explanatory variables was used for each species (species level analysis). Again, we used
the Bonferroni correction to avoid type | errors and adopted a probability criterion of p <

0.005 for species level colonization frequency. To evaluate the variation of colonization
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frequency within and across species we used a nested ANOVA, in which plant species was
considered a nested factor within plot. Colonization frequencies (expressed as percentages)
were transformed prior to statistical analysis using the following equation Varccosine (x)
(Frosi et al., 2016a). Data were analysed using R Studio (Version 1.1.463) with the “Ime4”
package (Bates et al., 2019) for GLM and the “vegan” package (Oksanen et al., 2019) for

CCA.

3. Results
3.1. AMF spore density in the soil

Across plots, soil AMF spore density ranged from 0.31 to 2.03 spores/g (~7 fold
variation) and averaged 1.0 = 0.6 spores/g. Spore density at the plot level was not correlated
with disturbance, rainfall, or soil available phosphorus, pH or organic matter content (GLM, p
> 0.15). It was not revealed any significant relationship between the abundance of focal

species and spore density by either CCA or GLM analyses.

3.2. AMF root colonization

At species level, AMF mycorrhizal structures, such as spores, hyphae and vesicles,
occurred in each of the focal plant species, with a minimum frequency of one colonized plant
individual per species per plot and a maximum of all sampled individuals of a given species in
all plots (e.g. Erythroxylum revolutum and Trischidium molle). Species colonization frequency
(as calculated based on colonized root fragments) varied greatly within and across species,
with a mean colonization frequency per species of ~50% (Table 1). For Cnidoscolus
pubescens, colonization frequency was related to environmental conditions, responding
positively to rainfall, and soil available phosphorus and pH, while responding negatively to

disturbance and soil organic matter content (GLM, p < 0.005, Table 2).
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Table 1. Arbuscular mycorrhizal colonization frequency per species for nine focal tree species across
18 plots in the Caatinga dry forest, Brazil. The range indicates the colonization variation within the
individuals of each species. The average indicates mean values of root colonization per species (xSD).

AMF root AMF root

Species colonization  colonization
range (%) average (%)
Cenostigma microphyllum (Mart. ex G. Don) E. Gagnon & G. P.
Lewis) 16.7 -94.0 46.9+5.7
Trischidium molle (Benth.) H. E. Ireland 20.0 - 89.0 59.04£6.5
Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. 3.0-79.9 49.6+8.3
Cnidoscolus pubescens Pohl 29.8 - 84.0 56.1+5.5
Colicodrendron yco Mart. 7.6-84.7 55.44+8.5
Pityrocarpa moniliformis (Benth.) Luckow & R. W. Jobson 95-827 39.1455
Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett 7.1-78.7 58.4+9.6
Annona leptopetala (R.E.Fr.) H. Rainer 34-850 45.3+12.4
Erythroxylum revolutum Mart. 3.2-53.0 37.1£9.6

For the remaining eight species, colonization frequency was not correlated with either
disturbance, rainfall, or soil phosphorous availability, pH or organic matter content, nor was it
correlated with the interactions between these variables (GLM, all p > 0.005). A nested
ANOVA showed no difference in colonization frequency at species level (p = 0.07), but did
show a difference at plot level (p < 0.001) with no clear pattern related to the direction of

response.
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Table 2. Results of general linear models (GLM) examining the separate and combined influences of
chronic anthropogenic disturbances, rainfall, and soil available phosphorus (P), pH and organic matter
(OM) on the frequency of arbuscular mycorrhizal colonization in nine focal tree species across 18
plots in the Caatinga dry forest, Brazil. For Cnidoscolus pubescens, we have presented GLM results
for the 11 plots in which it occurred. For each variable, we have indicated the mean coefficient (B), the
mean coefficient standard error (SE B), the 95% confidence intervals (95% CI) and the p-value.
Significant results (p < 0.05 for community level and p <0.005 for species level) are in bold.

Species/Variable R SER CI-95% CI+95% p-value

Average Mycorrhizal Colonization

Disturbance -0.19 0.21 -0.64 0.26 0.37
Rainfall 065 021 0.20 1.10 0.01
P -0.07 0.22 -0.54 0.40 0.75
Organic matter -0.25 0.22 -0.73 0.24 0.29
pH 062 020 0.20 1.05 0.01
RainfallxpH 065 019 0.25 1.05 0.00
Cnidoscolus pubescens

Disturbance -1.07 021 -1.62 -0.53 0.002
Rainfall 1.07 016 0.67 1.48 0.004
P 0.84 016 043 1.25 0.001
Organic matter -0.63 0.13 -0.96 -0.31 0.003
pH 1.05 015 0.66 1.45 0.004
DisturbancexRainfallxPxOM -1.71  19.57 -56.05 52.63 0.93
DisturbancexRainfallxPxpH 211 062 0.40 3.83 0.03
DisturbancexRainfallxPxOMxpH 8.99 956 -17.54 35.53 0.40
DisturbancexPxOMxpH -15.63 6.66 -34.10 2.85 0.08
RainfallxPxOMxpH 416 154 -0.11 8.44 0.05
DisturbancexRainfallxPxOMxpH 2.76  27.15 -72.62 78.14 0.92

Finally, at forest stand or plot level (i.e. pooling all root fragments from the nine focal
species in each plot), colonization frequency varied between 8.9 and 86.9% (an almost 10-
fold variation) across the 18 plots (Table S3 Supplementary material). Colonization frequency

was positively correlated with rainfall and soil pH, with a significant interaction between
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these two variables (GLM, p < 0.05, Table 2). Plants in acid soils (low pH) that receive little

rainfall had the lowest colonization frequencies (Fig. 2).

Mycorrhizal
Colonization (%)
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pH

Fig. 2. Contour plot showing model results for the interactive effects of rainfall and soil pH on the
mean frequency of arbuscular mycorrhizal colonization for nine focal tree species across 18 plots in
the Caatinga dry forest, Brazil.

4. Discussion

Our results suggest that soils in human-modified landscapes of the Caatinga dry forest
support variable, but relatively low AMF spore densities. In contrast to our expectation, spore
density was not affected by chronic anthropogenic disturbance, rainfall or soil attributes.
Despite these relatively low spore densities, AMF symbiosis appear to be widespread in such
landscapes as all our focal species exhibited some level of root colonization. Disturbance,
rainfall and soil attributes appear to have little effect on AMF colonization at species level, as
we only observed the effects of these factors on a single species, Cnidoscolus pubescens.
However, AMF colonization at community or forest stand level is positively affected by both
rainfall and soil pH, as well as their interaction. In synthesis, AMF symbiosis is a conspicuous
interaction in human-modified landscapes of the Caatinga dry forest over sandy soils, being
mediated by soil attributes and rainfall.

Our findings indicate low AMF spore densities compared to other areas of the Caatinga

(e.g. 4-6 spores/g of soil, Mergulhdo et al., 2007; Silva et al., 2014), but within the range
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found by others for this ecosystem (i.e. < 2 spores/g of soil, Silva et al., 2001; Souza et al.,
2003). Higher spore densities have been found in the Caatinga dry forest in less acid and clay-
based soils (i.e. crystalline basement) (Souza et al., 2003; Mello et al., 2012; Silva et al.,
2014), suggesting soil attributes as key drivers of spore persistence and density. Thus, a
combination of soils with high sand content (i.e. low water retention) and low pH, in addition
to the frequent long-lasting droughts (Yang et al. 2011), apparently reduces spore densities.
Although our landscape supports low spore densities (i.e. low potential for AMF
colonization), it was documented high rates of root colonization (i.e. 50% for most species)
across a wide range of conditions regarding human disturbance, rainfall and soil attributes. It
is well known that across dry forests, such as the Caatinga, AMF species are able to produce
more hyphae and increase fungal mycelium in drier areas (Augé, 2001; Ruiz-Lozano, 2003),
increasing water and nutrient uptake as well as foliar photosynthesis activity (Zhang et al.,
2016). However, it is important to mention that AMF colonization has been proposed to
decrease under extremely severe water restriction (Augé, 2001). Apparently, some plant
species are not able to maintain intense symbioses through long drought events due to reduced
assimilated carbon, i.e. in such severe limiting conditions, the production of photoassimilates
becomes low and it is no longer viable for the plant to provide them to the fungi (Barros et al.,
2018). Our findings add some evidence for the negative effect of severe water restriction on
AMF-plant symbiosis as root colonization was negatively affected by rainfall at the forest
stand level. Therefore, it is expected that plants can better afford the metabolic costs imposed
by AMF symbioses when under suitable conditions for plant growth (Frosi et al., 2016a),
which results in more frequent, intense and diversified associations (Souza et al., 2016).
Finally, constant removal of forest biomass (i.e. chronic anthropogenic disturbance)
apparently has no negative impact on plant-AMF symbiosis in the Caatinga dry forest.

However, other human-driven disturbances may affect plant-AMF symbiosis. For example,
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the Caatinga is expected to experience a significant decrease in rainfall associated with
anthropogenic climate change (IPCC, 2014). According to our findings, this is not a
promising scenario for plant-AMF symbiosis in the Caatinga dry forest, at least in terms of
colonization frequency, since plants are unable to maintain symbiosis in the face of extreme
drought conditions (Augé, 2001; Frosi et al., 2016a). This scenario is even more concerning
when considering that AMF encompasses an immense number of fungus species (Van der
Heijden et al., 1998; Silva et al., 2014; Marinho et al., 2019), which collectively cover a wide
range of both natural and disturbed habitats, including acid/impoverished soils (Van der
Heyde et al., 2017; Guadarrama et al., 2014), as documented here. It supports AMF symbiosis
as a mechanism of ecosystem resilience under threat from chronic anthropogenic disturbance
and climate change.

In this ecological context, it is worth mentioning that Pityrocarpa monifilormis, which
exhibited a colonization frequency of 39%, has been considered a proliferating, disturbance-
adapted tree species, accounting for 15% of forest aboveground biomass in our focal
landscape (Rito et al., 2017; Souza et al., 2019). This key ecological role can be extended to
other focal species (e.g. Cenostigma microphyllum, Jatropha mutabilis, Cnidoscolus
pubescens, and Trischidium mole), as collectively, they represent a substantial portion of
forest biomass and stem abundance (see Table S1, Rito et al. 2017; Souza et al., 2019). As the
Caatinga dry forest is an ancient biota (late Miocene) with many lineages that spread through
other dry forest biotas across the American continent (Queiroz et al., 2017), it seems
reasonable to assume that plant-AMF symbiosis has a long evolutionary history, allowing this
dry forest to cope with very harsh conditions such as impoverished, desiccated, acid soils and
frequent droughts. This suggests plant-AMF symbioses will play an important role in the
current scenario of changes in land use and regional climate in the Caatinga dry forest, with

unknown impacts on forest resilience (Brodie et al., 2012; Martinez-Gacia et al., 2012).
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In synthesis, plant-AMF symbiosis seems to be an important element of the Caatinga
dry forest as it is present across the most abundant and widely distributed woody plant species
and in a wide range of ecological conditions in terms of chronic anthropogenic disturbance,
rainfall and soil attributes. Despite the occurrence of sites supporting low soil spore densities,
species and stand level colonization frequency can be considered high, showing the efficiency
of spores in establishing symbioses with plants. Moreover, plant-AMF symbiosis responds to
some soil attributes (particularly pH), rainfall and the presence of particular plants, with more
alkaline and humid habitats supporting higher levels of plant colonization. Such a close
relationship probably represents a key asset for Caatinga resilience in a context of land use

and climate change, and as such deserves further investigation.
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Table S1. Species investigated in this study with the respective family, number of plots where they occurred, total number of individuals and

total biomass considering all plots where they occur within the Catimbau National Park, Brazil.

Number of plot in which

Total individual density

Total aboveground

Species Family the species occurs per species biomass per species (kg)
Cenostigma microphyllum Fabaceae 16 402 43549.8
Pityrocarpa moniliformis Fabaceae 14 624 34049.1
Jatropha mutabilis Euphorbiaceae 13 263 750.1
Cnidoscolus pubescens Euphorbiaceae 13 114 3689.6
Trischidium molle Capparaceae 12 105 3650.5
Commiphora leptophloeos Fabaceae 11 32 10090.8
Colicodendron yco Burseraceae 10 100 7705.2
Annona leptopetala Annonaceae 9 37 870.5
Erythroxylum revolutum Erythroxylaceae 7 49 1652.3




82

Table S2. Parameters used and number of collected individuals for the calculation of frequency of arbuscular mycorrhizal colonization in the
Catimbau National Park, Brazil.

Parameters Plots

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Rainfall (mm/year) 510 540 552 555 578 588 591 645 647 653 673 762 785 787 843 903 913 940
Disturbance index 204 110 9.2 364 169 192 223 313 36.7 9.1 483 26.2 458 266 224 268 581 2.7
Phosphorus in soil (mg dm™) 53 57 25 38 38 21 49 46 44 57 73 47 62 44 75 49 39 31
Soil pH 5 49 46 46 46 61 47 62 62 46 51 42 56 54 58 49 44 42
Soil organic matter 176 205 6.7 176 83 7.24 165 7.07 9.14 16.0 914 48 474 448 424 83 279 217
Spores (g soil) 5.7 31 76 52 52 102 178 73 122 33 49 119 111 203 7.8 43 139 136
Species Number of collected individuals
Cenostigma microphyllum 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Trischidium mole 2 3 3 3 2 2 3 3 2 3 3
Jatropha mutabilis 3 3 2 2 3 2 3 3 3 3 3
Cnidoscolus pubescens 3 2 3 2 3 2 3 2 3 3 3
Colicodrendron yco 2 2 3 2 3 2 3 3
Pityrocarpa moniliformis 2 3 3 2 3 1 3 3 3 3 3
Commiphora leptophloeos 3 3 2 3 3 3 2
Annona leptopetala 2 3 2 2 3 3 3

Erythroxylum revolutum 3 3 1 3 2
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Table S3. Frequency of arbuscular mycorrhizal colonization (%) per species and per plot in nine focal tree species across 18 plots in Catimbau
National Park, Brazil. Mean £ SD for species with 3 individuals per plot or individual percentage of colonization for species with 1 or 2
individuals per plot.

Species
Plots Cenostigma  Trischidium Jatropha Cnidoscolus Colicodrendron Pityrocarpa Commiphora  Annona  Erythroxylum
microphyllum molle mutabilis  pubescens yco moniliformis leptophloeos leptopetala  revolutum
1 34.0/24.0 61.3+36.3  37.3£7.0 80.0/20.0 47.61£24.4 20.0/92.0
2 45.1+21.2 37.5/76.0 18.3+x29  38.0/48.0 32.0+22.3 78.7£18.9
3 62.7+45.4 20.0+12.1  24.0/0.0 34.0+5.3 30.7£18.0 62.5/0.0 28.2+£18.3
4 48.4+5.3 56.6£29.1  36.0/7.7 68.0/0.0 38.0/32.0 76.6+27.2
5 44.4+22.1 43.3£14.0 79.9+25.9 37.5/22.0 33.2+29.7 21.1+13.0
6 66.0+17.8 56.7+6.4 88.0/20.0 76.7+15.0 12.0/0.0 53.3+7.0
7 20.3£14.8 6.0/0.0 7.545.5 28.5 7.1+7.7 9.5
8 84.0 40.0/100.0
9 72.0+24.9 84.7+£20.0
10 34.3+£22.6 70.0/72.0 59.5+44.4  79.1/0.0 78.0/0.0 32.1+15.5 3.4/0.0
11 61.0+£27.0
12 16.7+9.4 36.0/44.0 62.0+19.7 64.7+26.4 30.7+£31.0 60.0/0.0
13 40.7+£26.4 62.0+21.1 58.7+36.3 55.3+38.6 35.3£11.0 46.7+33.0 62.0+5.3 51.8+34.9
14 94.05.3 88.7£2.3  78.0+£26.9
15 50.0+£33.3 98.0/80.0  78.7+7.0 41.3£36.0 78.0£29.5
16 58.1+22.8 78.0+13.8
17 47.3£21.6 49.0+£35.3 24.0/74.0
18 44.0+£18.3 82.7+15.5 84.7+£12.7
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ANEXO A - NORMAS PARA PUBLICACAO

Periodico Forest Ecology and Management:

Disponivel em: https://www.elsevier.com/journals/forest-ecology-and-management/0378-
1127/quide-for-authors

Periodico Forest Ecological Engineering:

Disponivel em: https://www.elsevier.com/journals/ecological-engineering/0925-8574/quide-
for-authors
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