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RESUMO
Este estudo investigou se a inoculagdo prévia com fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
promove melhor condicionamento morfofisiologia a espécie lenhosa Cenostigma microphyllum
sob diferentes gradientes hidricos (Umidos e secos) em area de Caatinga. Sementes da espécie
citada foi dividida em tratamentos: (1) pré-inoculadas e (2) ndo-inoculadas (controle). Apos
cinco meses da germinacédo, essas plantas foram levadas a campo e dispostas em parcelas
umidas e secas. Durante a estacdo chuvosa de 2019 foram avaliados os teores nutricionais
(nitrogénio, fosforo e potassio) em folhas, caule e raizes e o custo de construcao foliar. Na
estacdo chuvosa de 2021, além dos parametros avaliados em 2019, também foram mensurados:
biometria (altura, didmetro caulinar e radicular e o peso da raiz principal), potencial hidrico,
condutancia estomatica, além de carboidratos-ndo-estruturais (actcares e amido) em folhas,
caule e raizes. Ap6s um ano em campo, as plantas de C. microphyllum pré-inoculadas
apresentaram maiores teores de fésforo em todos os 6rgdos avaliados. Apos dois anos, a
inoculacao artificial influenciou positivamente todos 0s parametros biométricos avaliados, além
de promover o aumento do potencial hidrico e condutancia estomatica o que influenciou no
incremento do amido foliar nas areas Umidas. Além disso, o espectro econémico foliar revelou
que plantas pré-inoculadas fazem melhor uso dos recursos. Esses resultados demonstram que a
inoculacdo prévia com FMA proporciona a espécie C. microphyllum premissas para

performance satisfatorias em campo.

Palavras-chave: FMA; Espécie lenhosa; CNE; Rela¢des hidricas; Custo de construcao foliar.



ABSTRACT

This study investigated whether previous inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
promotes better morphophysiological conditioning of the woody species Cenostigma
microphyllum under different water gradients (wet and dry) in a Caatinga area. Seeds of the
cited species were divided into treatments: (1) pre-inoculated and (2) non-inoculated (control).
After five months of germination, these plants were taken to the field and arranged in wet and
dry plots. During the rainy season of 2019, the nutritional contents (nitrogen, phosphorus and
potassium) in leaves, stem and roots and the cost of leaf construction were evaluated. In the
2021 rainy season, in addition to the parameters evaluated in 2019, the following were also
measured: biometry (height, stem and root diameter and taproot weight), water potential,
stomatal conductance, in addition to non-structural carbohydrates (sugars and starch) in leaves,
stems and roots. After one year in the field, pre-inoculated C. microphyllum plants showed
higher phosphorus levels in all evaluated organs. After two years, artificial inoculation
positively influenced all biometric parameters evaluated, in addition to promoting an increase
in water potential and stomatal conductance, which influenced the increase of foliar starch in
wetlands. In addition, the foliar economic spectrum revealed that pre-inoculated plants make
better use of resources. These results demonstrate that the previous inoculation with AMF
provides the C. microphyllum species with premises for satisfactory performance in the field.

Keywords: AMF; Woody species; NSC; Water relations; Leaf construction cost.
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1 INTRODUCAO

Ambientes de Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSS) como a Caatinga no
Brasil onde o fator limitante é a agua, destinam-se a experimentarem temporadas chuvosas mais
curtas, porém mais intensas ou com maior irregularidade média anual (IPCC 2021). Desta
forma, é provavel que essas ocorréncias plurianuais as impactem de maneira aditivas ou
multiplicativas (Allen et al. 2017; Pennington et al. 2018; Rivera et al. 2017).

Em funcdo disso, estrategicamente para sobreviver a condi¢des de restricdes
hidricas, residentes sésseis como as plantas langam méo de ajustes morfofisioldgicos (Bartlett
et al. 2019; Pinho et al. 2019) e associa¢des mutualistas com a microbiota edafica (Mendes et
al. 2013). Uma das principais associacfes que ocorrem em cerca de 80% das espécies vegetais
sdo com os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) basicamente definidos por exibirem
estruturas morfoldgicas como arbudsculos e hifas que surgem da infiltracdo nas células
radiculares (LU et al. 2018). Sob essa associa¢do ambos desfrutam de beneficios, sendo a planta
fornecedora de produtos do seu metabolismo fotossintético (exsudatos) relevantes para
desenvolvimento e reproducdo do hospedeiro, e o fungo através das hifas, ampliam a zona de
captacdo para maior absorcdo e melhor éxito na transferéncia de nutrientes e dgua (LU et al.
2018; McCutcheon e Lekberg, 2019).

Gracas a relacdo com o FMA, as plantas conseguem melhores condicionamentos,
0 que significa maior rustificacdo, em comparacdo com as nao micorrizadas (Remke et al.
2021). Isso ocorre porque, de forma natural ou artificial, a inoculagéo influencia diretamente
mecanismos fisiolégicos primordiais como respiracdo, fotossintese e uso eficiente da dgua ao
longo da planta (Augé et al. 2015; Barros et al. 2018; Frosi et al. 2016). As plantas quando
micorrizadas nos primeiros estagios de vida podem desencadear capacidade de perceber
pressOes abidticas prematuramente e se protegerem, preservando seu equilibrio hidrico (Augé
et al. 2004). Isso se da porque as estruturas dos FMA alcangcam maiores extensdes no solo e
absorvem maior quantidade de adgua (Bahadur et al. 2019), promovendo maior condutancia
hidraulica e estomatica da folha (Augé et al. 2015).

A dindmica de carboidratos nas folhas é diretamente relacionada a maior entrada de
CO2 necessario para compor os carboidratos-nédo-estruturais (CNE) (Dietze et al. 2014). De
forma geral os CNE agem no crescimento, desenvolvimento e resiliéncia frente a estresses
(Rosado et al. 2019). O acumulo ou destinagdo de CNE nas folhas, caules e raizes exprimem

estratégias quanto a tracos ecofisiologicos e trade-offs relacionados ao custo de



assimilacdo/gasto metabdlico fonte-dreno de carbono (Furze et al. 2018) e esses podem ser
mediados pela disponibilidade hidrica ambiental em florestas tropicais (Signori-Mdiller et al.
2021). Em funcéo disso o CNE pode ter seu aumento relacionado a parceiros fungicos (Wang
et al. 2021), colaborando para melhor crescimento e protecdo (Tisarum et al. 2019), o que
demostra o efeito benéfico da relacdo simbidntica sob o desenvolvimento, rustificacdo e
tolerancia das plantas a condicOes estressantes (Smith e Smith, 2011; Wang et al. 2021).

Estudos mostram que as relagbes simbidnticas representam para as plantas
favoravel condicionamento para sobrevivéncia, isto €, melhoram sua performance fotossintética
e hidraulica (Augé et al. 2015; Bahadur et al. 2019), contribuem para o balango energético que
serdo uteis na confeccdo de estrutura para o crescimento, ajuste osmético (Wang et al. 2021) e
absorcéo nutricional (Juntahum et al. 2020; Yan et al. 2016; Zhao et al. 2020; Ziane et al. 2021).
Desta forma, a presenca de uma relacdo simbidtica pode exibir melhores vantagens adaptativas
de forma a contribuir para persisténcia das espécies, sendo primordial para o estabelecimento
inicial de plantas sob condicdes limitantes.

O sucesso da simbiose pode ainda revelar se custo/beneficio da quantidade gasta de
glicose para a construcdo de esqueletos foliares se relaciona com o habito de crescimento,
indicando se esses tracos funcionais atestam a eficdcia da relacdo mutualista entre planta-FMA
em florestas sazonais secas como a Caatinga no Brasil (Barros et al. 2018). A conex&o significa
é algo ecologicamente imprescindivel que estd presente em 80% das plantas existentes,
tratando-se de regides semiaridas, sdo capazes de garantir riqueza e cooperar para a conservagao
de espécies (Brundrett e Tedersoo, 2018; Dos Passos et al. 2020).

Nesse contexto, este estudo investigou se em campo a inoculagdo préviacom FMA
beneficia ecofisiologicamente plantas jovens de Cenostigma microphyllum, uma espécie nativa
da FTSS brasileira, em regides com diferente precipitacdo anual (Umidas e secas). NOs
hipotetizamos que as plantas previamente inoculadas com FMA, apresentardo maior adaptacéao
em regides de menor precipitacdo quando comparadas as plantas sem a pré-inocula¢do com 0s

FMA nas sementes, pois favoreceria o status hidrico e a aquisic¢ao de nutrientes.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 CAATINGA

As Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSS) compreendem quase um terco
de todo o globo terrestre. Estdo presentes nas Américas Central e Sul, Eurasia, Austrélia, Asia

a sudeste e em porcdes na Africa (Hasnat e Hossain, 2019), englobando quase trés milhdes de
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km? no mundo. Na América do Sul, uma das maiores FTSS é chamada de Caatinga, ocorre em
quase todo o Nordeste e uma parte do Sudeste do Brasil, alcangando os estados: Piaui, Cearg,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais, ocupando
aproximadamente 850 mil km?, significando cerca de 10% da extenséo territorial (Alves e
Modesto Janior 2019). As éareas de Caatinga possuem clima semiarido (BSh), intensa incidéncia
luminosa, baixas umidades, longos periodos de secas, ciclos de precipitaces erraticas
distribuidas de forma irregular e sazonal (480 a 1100 mm/ano) (Allen et al. 2017; Pennington
et al. 2018).

2.1.1 Mudancgas climéaticas

A biota juntamente com os atributos dispostos na Caatinga traz consigo certa
vulnerabilidade, pois alteracdes climaticas associadas a a¢des antrdpicas tendem a provocar
consequéncias vigorosas para as areas em questdo. Modelos climaticos globais mostram que
desde o periodo pré-industrial o0 mundo experimenta acréscimos na temperatura do ar quase
duas vezes superiores a temperatura media mundial, a qual continuard a aumentar pelos
préximos 85 anos, 0 que é especialmente significativo para regides tropicais como o FTSS
(IPCC 2021). Isso porque serdo mais comuns temporadas chuvosas mais curtas, porem mais
intensas ou com maior irregularidade média anual, desta forma, é provavel que as ocorréncias
plurianuais impactem ainda mais a dindmica hidrica das florestas sazonais secas (Allen et al.
2017). Estima-se que em regibes aridas e semi aridas como no FTSS, o incremento da
temperatura média, intensa evapotranspiracdo combinados com reduc¢des espaco temporal das
chuvas fazem com que os solos estejam cada vez mais pobres ou éaridos (IPCC, 2021;
Pennington et al. 2018). Isso é ainda mais agravado com 0 uso extrativista de recursos minerais
e/ou vegetais, que muitas vezes de formas insustentaveis, asseguram préaticas agropecuarias de
subsisténcia que cooperam com a retirada da cobertura vegetal, corte e queima de madeira, caca
de carne, polui¢do e modificagdes fisico-quimicas no solo. Essas atividades historicamente vém
contribuindo com a aceleracdo de processos como desertificagdo (IPCC, 2021).

Desertificacdo vem a ser a degradacgéo do solo, ou seja, literal transigéo do solo para
condicBes semelhantes as de deserto, no qual viabiliza a infertilidade da terra (Zhang et al.
2021). Em primeiro estagio, condi¢cbes de empobrecimento do solo, como indicio de pré
desertificacdo, € descrito para areas do semiarido da Caatinga como sinénimo de mudancas nas
propriedades fisico-quimicas do solo e modificacfes caracteristicas de nutrientes como
(Fosforo) P, (Potassio) K * , Magnésio (Mg?*), Cobre (Cu?*), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Zinco
(Zn?*) e Calcio (Ca?"), indicando degradagdo do solo (Da Silva et al. 2021). O cenario que
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compreendem aminguamento das chuvas, alteracfes nos padrdes espaco-temporais dessas,
temporadas sem precipitacOes, associado a degradagdo/empobrecimento do solo e combinado
com incremento da temperatura indicando maior evapotranspiracédo nas florestas (Dinpashoh et
al. 2019), é a conjuntura esperada em areas de FTSS.

Naturalmente as florestas possuem a regulacao hidrica mediada pela relacdo entre
precipitacdo e evapotranspiracdo (Eagleson, 1982), por isso a escassez de chuvas afeta a
mobilidade da agua (D’odorico et al. 2019) e influencia a disponibilidade de nutrientes como
N e P do solo (Campo e Merino, 2016). Como consequéncia as pressdes hidroclimaticas muitas
vezes significam condicBes de seca em estagio de vida limitante. Quando consideramos uma
abrangéncia trofica a caréncia ou a baixa disponibilidade de chuvas (consequentemente baixo
potencial hidrico), é capaz de provocar efeitos na biota, para que seja possivel persistir, apesar

das press@es abioticas (Carrenho e Krzyzanski 2020; Verslues et al. 2006).

2.2 ASPECTOS DO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO VEGETAL

Residentes sésseis como as plantas dependem de condi¢des ambientais para
sobreviver. A assimilacdo de carbono em forma de CO; serve como matéria prima para
atividades metabdlicas basicas como respiracao, crescimento e defesa (Rosado et al. 2019).
Uma parte € recolhida no formato de compostos que irdo constituir o pool de carboidratos-néo-
estruturais (CNE), estes sdo didaticamente divididos em compartimentos: (1) agicares simples
ou soluveis representado por oligossacarideos: glicose, sacarose, frutose, etc. (2) amido e em
certas espécies (3) frutanos (Dietze et al. 2014; Signori-Muller et al. 2021), atuando em
diferentes funcGes nas plantas. Os acucares simples sdo oriundos do citosol e provém energia
rapida para respiracdo, conducao de seiva, sinalizacao e resiliéncia a estresses (Martinez-Vilalta
et al. 2016). Enquanto ao amido, pode ser de dois tipos principais (1) amido de armazenamento
para custo energético futuro, sendo produzido no amiloplastos; e (2) amido transitorio que €
quebrado nos cloroplastos, o qual sustentam o crescimento e metabolismo quando a demanda
de carbono supera o suprimento fotossintético, por exemplo durante a noite (LlIoyd e Kossmann
2015). A dinamica de gasto/custo de C nas plantas geralmente funciona baseado relacdo de
quem produz mais C do que gasta, comportam-se como “fonte” (6rgdos fotossinteticamente
ativos como folhas e caules verdes), ja os que utilizam mais C do que produzem sdo
caracterizados de “sumidouros” ou “drenos” (ex. 6rgaos e tecidos jovens, raizes, 0rgaos sexuais,
frutos e sementes) (Koch, 2004).

Devido a sua natureza quimica, os CNE agem na funcéo de protetora, melhorando a resisténcia

das plantas. Para tanto, esses necessitam amplificar a producdo de solutos osmoprotetores
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reduzindo fisiologicamente seu potencial osmdtico para subsidiar suas necessidades
fisiologicas, sem prejudicar os compartimentos celulares (Katuwal et al. 2020). Os compostos
envolvidos no processo de ajuste osmético abrangem as classes de solutos organicos (CNE,
aminoéacidos, glicina, betaina e prolina) e/ou inorganicos (sédio, potassio e cloreto) (Wu et al.
2013). Em espécies lenhosas os solutos mais relevantes sdo os CNE (especialmente aglcares
sollveis e amido), pois a sintese desses também promove rearranjos contra falhas hidraulicas.
Nessas espécies, compostos de baixo peso molecular (sacarose, frutose e glicose) melhoram o
estado da agua no corpo das plantas auxiliando-as no escape as condi¢des de estresses (Secchi
e Zwieniecki 2016; Souden et al. 2020; Tomasella et al. 2019).

Nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K) ocupam destaque entre os nutrientes
primordiais absorvidos pelas plantas pois estdo envolvidos em processos de desenvolvimento,
expansdo de crescimento (Elser 2000). N no metabolismo vegetal é util em varias funcdes, uma
delas é participando estreitamente da primeira fase de fixacdo de carbono, possibilitando a
fotossintese (Ciampitti e Vyn 2012). P destaca-se entre 0s nutrientes que exerce influéncia
direta ou indiretamente sob quase todas as demandas metabolicas da planta (Management,
2005), incluindo conservacédo das estruturas membranosas étimas, biossintese de moléculas e
constituinte energético quimico como trifosfato de adenosina (ATP) e acidos nucléicos (DNA
e RNA) (Malhotra et al. 2018). Ha indicios que FMA séo capazes influenciar no incremento de
N e P (Musyoka et al. 2020) e outros micronutrientes para as plantas (Evelin et al. 2019). O
desenvolvimento e expansao radicular decorre basicamente de niveis de K (Sustr et al. 2019),
ajuste do turgor por osmoregulacdo nas células vegetais, conducdo da sacarose via floema,
manutencdo do pH do citoplasma radicular, biossintese proteica e diversas acdes de enzimas
sd0 possiveis gracas a teores ajustados de K (Jordan-Meille e Pellerin, 2004; Walker et al.
1998). A presenca marcada de K em locais extremos, como no xilema radicular e nas células
guarda, é capaz de favorecer a maior entrada de recursos do solo pelas raizes (Lynch e Lauchli
1984).

No entanto, condi¢des de secas prolongadas induz modificaces quimico-fisicas
no solo (tornando-os pobres ou aridos), alto déficit de temperatura do ar e de pressao de vapor
(Da Silva et al. 2021), estimula as plantas a realizarem trade-offs a fim de manter sua
sobrevivéncia. Para tanto, ¢ provavel que necessitem exibir “sacrificios” ou alteragdes
morfoldgicas que possibilitem o melhor uso da energia como modificagdes na fenologia,
atenuacGes no crescimento, contencdo na biomassa, redugdo na quantidade, &rea e duracdo das
folhas, sendo comum em algumas espécies, até se necessario a perda destas (caducifolia)

(Mickky et al. 2018). Isso porque as folhas exercem funcéo singular na captura de carbono,
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dindmica hidrica e equilibrio energético (Ackerly et al. 2002). O comportamento de perda das
folhas é necessario para possibilitar balancear o custo de carbono, em forma de glicose, exigido
para a producdo de arcaboucos estruturais foliares que se sujeita a tracos funcionais como
fotossintese liquida, teores de N e massa seca da folha por area, esses compdem o espectro da
economia foliar e consequentemente se refletem no desenvolvimento das espécies e como essas
se ajustam para persistir no ambiente (Falcdo et al. 2015; Marino et al. 2010; Williams et al.
1987), indicando as diferentes estratégias de vida. Por exemplo, as essencialmente aquisitivas,
ou seja, as chamadas de pioneiras, devido a sua perspicaz forma de adquirir recursos, crescem
velozmente, essas possuem baixo investimento em arcabougos foliares, por isso possuem folhas
estruturalmente econdmicas (Poorter e Bongers, 2006; Reich, 2014; Zhu et al. 2013). Em
contrapartida, espécies de habitos conservativos - as que crescem lentamente, necessitam ter
alto custo esquelético foliares, essas também se dedicam a confec¢do de metabolitos de defesa
(ex. fendis), os quais possuem alto valor energético (Reich, 2014; Westoby et al. 2003).

No entanto, em ambientes de florestas sazonais secas as estratégias funcionais
antagbnicas podem convergir (Le Bagousse-Pinguet et al. 2017). A reducdo no padrdo das
chuvas associado ao empobrecimento do solo faz com que as plantas crescam pouco e de forma
vagarosa (estratégia conservativa) facilitando a sobrevivéncia diante de baixas demanda de
nutrientes e agua diretamente relacionado a baixa necessidade de substancias metabdlicas de
defesa e reduzindo o custo por meio de tecidos de maior durabilidade (Reich, 2014). Contudo,
folhas de baixo custo, usualmente moles e finas, relacionadas a tracos aquisitivos sao muitas
vezes estratégias necessarias em areas como FTSS pois para minimizar a perda de dgua essas
serdo destinadas a deciduidade na estacdo sem chuvas (Ramirez-Valiente e Cavender-Bares,
2017).

2.2.1 Estratégias de rustificacdo: Plantas—fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

Condicdes limitantes fazem as plantas a realizarem ajustes morfofisioldgicos e
naturalmente associagdes ecologicas com fungos da microbiota edafica. Este ultimo, refere-se
a microrganismos terrestres, como fungos micorrizicos arbusculares (FMA), incluidos no filo
Glomeromycota (LU et al. 2018) sdo tipos de fungos capazes de estabelecer relacbes com o
orgao radicular das plantas, ocorrendo quando 6rgéos fungicos infiltram as celulas corticais das
raizes para instituir arcaboucos estruturais em seus interiores como hifas, vesiculas e
arbasculos, essa Ultima é fisiologicamente fundamental para o sucesso da simbiose pois € a
principal estrutura na troca de metabdlitos (Bonfante-Fasolo e Grippiolo, 1984; L et al. 2018)

e caracterizam os fungos micorrizicos arbusculares.
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A relacdo simbidntica manifestou-se devido a transformacgdes ambientais que
levaram os FMA a estrategicamente direcionar a produgdo das extensdes miceliais para
absorcéo e contencdo de recursos do solo antes limitantes para seu hospedeiro (Harris-Valle et
al. 2018). A associacdo plantas-fungo torna-se mutualista e simbidtica concomitantemente pois
ambos podem desfrutar de beneficios. A planta fornece ao fungo produtos do seu metabolismo
fotossintético Uteis para seu desenvolvimento e reproducdo, enquanto o fungo desenvolve
estruturas extraradicais que ampliam a sua zona de captacdo para maior absor¢édo e éxito na
transferéncia de nutrientes e 4gua no interior da planta, possibilitando melhores condicGes para
resisténcia sob seca (LU et al. 2018; Mccutcheon e Lekberg, 2019). Nutrientes essenciais como
N, K e P podem ser viabilizados via conex&o simbionte (Sharif e Claassen, 2011; Birhane et al.
2012). A colonizagdo radicular em conexdo com o solo faz dos FMA importantes por
aumentar a absorcdo de nutrientes para as plantas. Essa relacdo representa uma estratégia
ecoldgica para melhor captura e alocacdo nutricional (Musyoka et al. 2020).

A benéfica relacdo micorrizica exibem respostas fisioldgicas ndo s6 nutricional mas
também relacionadas a relacdes hidricas, proporcionando-as resisténcia a seca (Augé et al.
2015; Yavas et al. 2021). Devido a rede superfinas de hifas, essas tém capacidade de se
ramificar no solo e assim podem explorar grandes areas, ambicionando a captura também de
agua que serdo uteis para a simbiose, via arbusculo (Allen, 2011; Evelin et al. 2019; Smith e
Smith 2011). Os fungos em questdo aumentam a condutividade hidraulica ao se conectarem
com o solo, impedindo qualquer a perda desta (Smith et al. 2010). A consequéncia se reflete
nos parametros fisiologicos relacionado na conexdo planta-agua (maior eficiéncia do uso da
agua) e trocas gasosas (fotossintese, condutancia estomatica e taxas de transpiracdo) em plantas
envolvidas na simbiose com FMA (Augé et al. 2016). Em funcéo disso, é documentado que 0
FMA pode auxiliar as plantas na atenuacdo de impactos danosos sob 0s componentes
fotossintéticos (Lima-Neto et al. 2015).

Plantas micorrizadas demostram um melhor equilibrio hidrico, esse auxilio
associado as aquaporinas estimula as plantas a regularem os teores de CO2 no interior das
células, assegurando integridade do aparelho fotossintético (Chen et al. 2017), além disso essas
plantas também exibem maior area foliar e condutancia estomatica possibilitando assimilar
mais CO2 ambiental (Auge et al. 2015; Chen et al. 2017). A presenca de uma relagdo micorrizica
induz ao aumento de CNE, ja visto em todos os 6rgdos vegetais se comparado as plantas
controle (Liu et al. 2021; Wang et al. 2021). O aumento do CNE ¢é possivel gracas a intima
relacdo entre aumento do potencial hidrico e da condutancia estomatica, por isso que essas

plantas suportam maiores taxas fotossintéticas (Woodruff et al. 2015). Estudos recentes
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mostram que a inoculagdo de plantas jovens com FMA pode cooperar para 0 maior ganho e
superior otimizagdo de compostos osmoprotetores como sacarose, glicose, aglcares soluveis
totais e prolina os quais auxiliam na tolerancia e rustificacdo contra condi¢bes sequeiras
(Tisarum et al. 2019).

E possivel que plantas micorrizadas exibam habito aquisitivo, pois apoiadas pelo
seu parceiro simbionte absorvem mais recursos do solo e conseguem crescer rapido, além disso
essas possuem altas taxas de fotossintéticas, essa Ultima caracteristica reduz a longevidade das
folhas, reduzindo também o custo de construcdo (Kikuzawa, 1991). Nesta perspectiva o custo
relacionado aos esqueletos foliares pode significar um dos tracos funcionais cruciais para atestar
a eficacia da relagdo mutualista entre planta-FMA em florestas sazonais secas como 0 FTSS
(Barros et al. 2018). A conexdo planta-FMA sugere ser fundamental para a sobrevivéncia e
permanéncia no ambiente terrestre ja que esta presente em 80% das plantas existentes, tratando-
se de regides semiaridas, sdo capazes de garantir riqueza e conservacgdo de espécies (Brundrett
e Tedersoo, 2018; Dos Passos et al. 2021).

2.3 FAMILIA FABACEAE

A Familia Fabaceae (Leguminosae) € um dos exemplos de quem aprimorou seu
sistema radicular de absorcdo para uma relagdo com microssimbiontes do solo (Castuera-
Oliveira et al. 2020; Dovrat e Sheffer 2019). Essa evolucdo garantiu a esta familia representar
aproximadamente 5% de todas as plantas existentes descritas no mundo (Vasconcelos et al.
2020).

Na FTSS a Fabaceae é a familia mais abundante em termos de géneros e espécies
(Castuera-Oliveira et al. 2020). Dentre as varias representantes esti a Cenostigma microphyllum
(Mart. Ex G. Don) E. Gagnon & GP Lewis, popularmente conhecida como “catingueira da folha
mitda” é uma espécie lenhosa de habito arbustivo e endémica da Caatinga (Flora do Brasil,
2020). Seus atributos a fazer ter alta relevancia, pois tem importancia econdmica devido ao uso
da sua madeira (Gomes et al. 2019). E afamada por suas propriedades medicamentosas (de
Albergaria et al. 2021). Devido a sua célebre conexao simbidtica é espécie-chave em &reas de
sucessdo, pois possui caracteristica de “planta enfermeira” (Paterno et al. 2016), isto é, auxiliam
a germinacgdo/desenvolvimento de outras espécies no seu dossel. A presenca de plantas
enfermeiras em regides com baixos/irregulares teores de chuvas, pode oportunizar a ampliacdo
da diversidade de plantas locais, dando a espécie eximia importancia ecologica (Pugnaire et al.
1996).
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Nesta perspectiva esse estudo visa a compreensdo sobre como diferentes gradientes
hidricos (Umidos e secos) na FTSS (Caatinga), afetam pardmetros ecofisiol6gicos e
morfologicos de plantas jovens de Cenostigma microphyllum submetidas a pré-inoculacéo (ou
ndo) apos um e dois anos em campo. O trabalho tem como objetivo (i) analisar parametros
biométricos e fisioldgicos das plantas (ii) avaliar se a pré-inoculagdo beneficia as plantas de

forma a cooperar com melhores condigGes de sobrevivéncia nos ambientes estudados.
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RESUMO

O reflorestamento de florestas tropicais sazonalmente secas (FTSS) tem varios desafios que
precisam ser superados, como sobrevivéncia de mudas, rapido ganho de biomassa e tolerancia
ao deficit hidrico na primeira estacdo seca. Este estudo avaliou o desempenho de mudas de
Cenostigma microphyllum inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares (plantas de FMAS)
por 2 anos apos o transplante para o campo. Foram medidos o potencial hidrico do xilema (W),
condutancia estomatica (gs), ganho de biomassa, distribuicdo de macronutrientes e carboidratos
ndo estruturais e custo de construcao foliar. Wx foi maior em ambos os tratamentos nas parcelas
umidas. Na mesma parcela as plantas de FMA apresentaram os maiores valores de gs entre
todas as plantas em ambas as parcelas. As plantas de FMA em parcelas Umidas armazenaram
mais acucares solUveis em seus caules e raizes, enquanto o tecido radicular foi escolhido sob a
parcela seca. Os tecidos medidos das plantas FMA tinham mais fésforo do que os das plantas
controle nas parcelas secas. Além disso, as plantas FMA foram 24% e 27% maiores que as
plantas controle nas parcelas Umidas e secas, respectivamente. O didmetro das raizes das plantas
FMA foi 25% e 18% maior nas parcelas umidas e secas, respectivamente, do que nas plantas
controle. Assim, as plantas FMA apresentaram maior biomassa radicular em ambas as parcelas
do que as plantas controle. Os resultados deste estudo confirmam que a inoculagdo de plantulas
de C. microphyllum durante a germinagéo confere vantagem a essas plantas em condi¢cfes de
campo apos o transplante, independentemente da disponibilidade hidrica da parcela. Esta pode
ser uma ferramenta valiosa para a recuperacdo de areas desmatadas em regiGes semiaridas

sazonais.

Palavras-chave: simbiose de FMA; Caatinga; Restauracdo ecolégica; Custo de construcdo
foliar
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Introducéo

As florestas tropicais secas (FTS) representam 42% das florestas do mundo (Santos et al.
2011). A FTS brasileira é uma das regides mais densamente povoadas e depende de recursos
naturais para sobreviver (Rito et al. 2017). Além disso, devido a forte pressdo antrépica sobre
a FTS, as mudancas climaticas previstas nesta regido semiarida ao longo do século (Marengo e
Bernasconi 2015) podem estar ocorrendo em um ritmo mais rapido do que o previsto (IPCC
2021). Se essa tendéncia continuar, a modificacéo florestal pode se tornar cada vez mais severa
e dificil de recuperar (Allen et al. 2017; Pennington et al. 2018b). Portanto, sdo necessarios
métodos que mitiguem e promovam a recuperacdo de areas degradadas nessas florestas
(Chazdon 2003; Bustamante et al. 2019).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) estdo presentes em 80% das plantas terrestres
e sua simbiose natural (McCutcheon e Lekberg 2019) é um caminho eficiente e de baixo custo
(Pereira et al. 2020; Frosi et al. 2016a,b; Pereira et al. 2021; Barros et al. 2018). A influéncia
das redes de FMA no estabelecimento, sobrevivéncia, crescimento e toleréncia das plantas a
varios estressores valida a viabilidade da simbiose (Simard et al. 2012), especialmente entre

plantas perenes e ambientes com recursos limitados (Pereira et al. 2020).

Estudos demonstraram que Vvarias espécies de plantas em relagdes simbidticas com FMA
apresentam melhor desempenho e maior tolerancia a fatores ambientais do que plantas nao
micorrizicas (Frosi et al. 2016a,b). A inoculacdo natural ou artificial influencia diretamente
mecanismaos fisioldgicos primordiais como respiracdo, fotossintese e uso eficiente da 4gua em
toda a planta (Augé et al. 2015; Barros et al. 2018; Frosi et al. 2016b). Plantas com associagédo
micorrizica desde a germinacdo desenvolvem habilidades para perceber pressbes abidticas
precocemente e se proteger, preservando seu equilibrio hidrico (Augé et al. 2004). Estruturas
de FMA atingem maiores extensdes no solo e absorvem mais agua (Bahadur et al. 2019)

promovendo maior condutancia hidraulica e estomatica foliar (Augé et al. 2015).

Embora a relacéo entre plantas lenhosas e FMA traga beneficios para as espéecies vegetais,
FMA tambeém se beneficiara ao receber grandes quantidades de carboidratos das folhas (Smith
et al. 2010; Wang et al. 2021). Além disso, espécies lenhosas precisam compartilhar seu NSC
entre diferentes partes, como folhas, caules, cascas e raizes (Santos et al. 2021; 2022; Rosell et
al. 2020). A deficiéncia hidrica € uma caracteristica importante que modifica a relacdo dindmica
entre os tecidos (Santos et al. 2022) e os custos de construcdo foliar em espécies lenhosas
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(Falcdo et al. 2017; Barros et al. 2018). A intensidade e a severidade do efeito da seca dependem
do nivel de tolerancia da espécie e do grau de adaptacdo ao novo cenério (Choat et al. 2018;
Santos et al. 2021). O acumulo ou distribuicdo de NSC entre folhas, caules e raizes expressa
estratégias quanto a caracteristicas ecofisiologicas e trade-offs relacionados ao custo de
assimilacdo/gasto metabolico fonte-dreno de carbono (Furze et al. 2018) e a disponibilidade de
agua em florestas tropicais pode mediar essa condi¢do (Signori-Miller et al. 2021).

Estudos relatam que a relacdo simbidtica fornece condicdes favoraveis para a
sobrevivéncia das plantas, incluindo melhor desempenho fotossintético e hidraulico (Augé et
al. 2015; Bahadur et al. 2019), contribuicdo do balanco energético para o desenvolvimento de
estruturas de crescimento, ajuste osmatico (Wang et al. 2021) e absor¢do nutricional (Yan et al.
2016; Zhao et al. 2020). No entanto, esses importantes estudos geralmente sdo realizados em
solos totalmente esterilizados e sob condi¢Ges controladas, o que demanda bastante tempo e
infraestrutura sofisticada. Nos Ultimos anos, nosso grupo desenvolveu uma estratégia de
engenharia ecoldgica para produzir mudas de alto desempenho, com altas taxas de
sobrevivéncia e ganhos de biomassa, apos o transplante para condicdes de campo em uma

regido semiarida (veja detalhes em Pereira et al. 2020, 2021).

Este estudo avaliou mudas em simbiose com FMA nativos de uma regido semiarida
estabelecida no campo por 2 anos. O objetivo principal foi avaliar a distribuicdo de NSC e NPK
entre diferentes tecidos e crescimento de plantas estabelecidas em duas areas com precipitacdo
média anual diferente durante a estacdo chuvosa. Espera-se que plantas previamente inoculadas
apresentem melhor desempenho em termos de NSC, crescimento, custo de construcdo foliar e

equilibrio nutricional em uma area com baixa disponibilidade hidrica.
Material e métodos
Site de estudo

O experimento foi realizado no Parque Nacional do Catimbau (Parna Catimbau —
Pernambuco, Brasil), localizado a 8°24'0" e 8°36'35" S; 37°0'30" e 37°1040" W, totalizando
uma area de 62.300 ha. O Parque possui vegetacao tipica de floresta tropical seca. Devido a sua
fisionomia na estacdo seca, € chamada no Brasil de Caatinga (mata branca na lingua indigena
Tupi-Guarani), com altitude em torno de 600 metros em média, clima semiarido do tipo BSh
com temperatura média anual de 23,7 °C e precipitagdo anual variando de 480 a 1100 mm.

Apresentando um mosaico de plantas, sendo as mais comuns encontradas as das familias
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botanicas Fabaceae, Euphorbiaceae e Cactaceae (Rito et al. 2017), e para este estudo foram
escolhidas &reas denominadas cercadas, que possuem 20 x 20 metros.

Material vegetal

A espécie arbustiva lenhosa utilizada como modelo para este estudo é Cenostigma
microphyllum (Mart. Ex G. Don) E. Gagnon & GP Lewis (Fabaceae), sendo endémica da
Caatinga, ocorre nos estados do Piaui, Pernambuco e Bahia (Flora do Brasil, 2020). C.
microphyllum também é descrita como uma espécie nutridora, pois facilita a germinacéo das
plantas ao seu redor, 0 que em geral possibilita reestruturar as comunidades vegetais em uma
area de sucessdo (Paterno et al. 2016). A espécie em questdo foi escolhida para este estudo
porque (1) pertence a uma das familias mais abundantes da Caatinga; (2) Fabaceae tem alta

frequéncia em associacdo com FMA (Cordula et al. 2014).
Tratamentos

A metodologia foi a mesma utilizada por Pereira et al. (2021). Sementes de C.
microphyllum aptas para plantio, doadas pelo Projeto de Integracdo do Sdo Francisco da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (NEMA/UNIVASF), foram hidratadas por uma
hora antes de serem colocadas para germinacdo. Para a producdo das plantas foi utilizado o
método OmniVerdi Riza®, que envolve o plantio em sacos de tecido permeavel e
semidegradavel (0,75 m de comprimento e 0,045 m de didmetro), o saco foi instalado em tubos
de PVC (1 metro de comprimento) conforme descrito em Pereira et al. (2021). Em outubro de
2018, pelo método acima, as sementes de C. microphyllum foram inseridas nos sacos contendo
o0 tubo de PVC, de modo que foram divididas em dois grandes grupos: (1) 150 intitulado
‘controle’, receberam em seus sacos apenas solo comum de regides da Caatinga; (2) 150
beneficiados anteriormente com FMA intitulados 'plantas de FMA' receberam manualmente
solo + indculo fangico em suas sacolas, adquirindo 300 plantas. Os propagulos fungicos
utilizados foram Acaulospora longula Spain & N.C. Schenck e Claroideoglomus etunicatum
(W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. SchiiBler, pois sdo amplamente encontrados em &reas
aridas e semiaridas (Silva et al. 2014). As plantas receberam rega diaria de acordo com a
capacidade do vaso (cerca de 350 mL) e solucdo nutritiva Hoagland modificada mensalmente
(10 mL), permanecendo nestas condi¢Ges por cinco meses antes de serem levadas a campo. As
plantas beneficiadas com FMA receberam 1000 esporos/saco, cerca de 400 de A. longula e 600
de C. etunicatum.
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Condicdes de estudo

Seis parcelas foram previamente estabelecidas, considerando gradientes médios anuais de
precipitacdo. Trés estdo relacionados a ambientes Umidos ou com maior pluviosidade (média
historica: 850 mm) e trés sdo ambientes secos ou com menor pluviosidade (média histérica:
608 mm) (Figura 1) (ver detalhes Pereira et al. (2021). As parcelas foram protegidas para
suprimir a presenca de grandes herbivoros. Em marco de 2019, as plantas adquiridas conforme
descrito acima tiveram seus sacos permeaveis retirados dos tubos de PVC e foram colocados
em covas de um metro de profundidade no campo, de acordo com suas respectivas areas, dois
litros de agua foram adicionados antes de preenché-los com o solo, esquema detalhado em
Pereira et al. (2021). Quinze plantas de cada grupo foram transplantadas, ou seja, 30 plantas por
parcela separadas umas das outras por pelo menos 75 cm de intervalo (Pereira et al. 2021). As
plantas permaneceram nessas condi¢des por dois anos, foram anotadas as condi¢des de ambas
as areas de cultivo na data da coleta das plantas (Tabela 1). Amostras compostas de solo das
areas Umidas e secas foram coletadas para analise (Tabela 2).
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Fig. 1 Precipitacdo historica e durante o periodo experimental em parcelas Umidas vs. secas do Parque
Nacional do Catimbau, Brasil (fonte: APAC e IPA).
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Analise de crescimento

Foram utilizados dez individuos de cada tratamento (controle vs. plantas de FMA) por area
(Umida vs. seca) com folhas sadias, totalmente expandidas e sem senescéncia. A altura (cm) foi
verificada com uma fita métrica, o didmetro do caule (mm) e o didmetro da raiz principal (mm)
foram medidos com um paquimetro digital e a raiz principal (g) foi considerada por pesagem
em balanca de preciséo, todas foram realizados na estacéo chuvosa de 2021 (abril) entre 7:30h-
10h da manha.

Analise bioquimica

Carboidratos-ndo-estruturais foram medidos em folhas, caules e raizes usando seis
repeticdes por orgao de cada tratamento (controle vs. plantas de FMA) por area (Umido vs.
seco). As amostras foram coletadas na estacdo chuvosa de 2021 (abril) entre 7:30h-10h da
manha. As amostras foram colocadas em um forno de micro-ondas a 700 W por 30 segundos
para cessar toda a atividade enzimatica (Quentin et al. 2015) e posteriormente armazenadas em
freezer a -20 °C. Para a extracdo, foram utilizados 15 mg de massa seca de folhas padronizadas
(sadias, totalmente expandidas e sem senescéncia), 25 mg de caule (com espessura semelhante)
e 25 mg de raizes (finas ou auxiliares) para preparar o extrato etanélico. A quantificacéo do teor
de amido foi realizada a partir do residuo insoltvel do extrato de acucares solaveis (SS). O
material foi imerso em banho quente por 1h a 100°C com 10 unidades de amiloglicosidase e 0s
acucares resultantes foram analisados (DuBois et al. 2002). O conteddo foi lido em
espectrofotémetro (Genesys 10 S UV-Vis, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), de acordo

com o comprimento de onda especifico para cada analise.
Analise do teor de nitrogénio, fosforo e potassio em tecidos vegetais

Nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K*) foram medidos em raizes, caule e folha,
material vegetal foi coletado na estagdo chuvosa de 2019 e 2021. Usando cinco plantas de cada
tratamento (controle vs. plantas de FMA) por (Umido vs. seco), estes foram submetidos a
secagem forcada a 60 °C por 72 h, o material foi moido. Para o extrato foram utilizados 100
mg de massa seca, 0 material foi digerido com acido sulfarico concentrado (H2SO04) (Thomas
et al. 1967). O teor total de N foi estabelecido pela titulagdo do extrato com HCI com adigéo de

acido borico e um indicador colorimétrico (Thomas et al. 1967). Os teores de P foram medidos,
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198  seguindo a metodologia de (Murphy e Riley 1962) e posteriormente lidos em espectrofotdmetro
199 (Genesys 10 S UV-Vis, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) medidos em absorbancia,
200 através da curva de concentracdo de 5ppm como padréo P. O teor de K+ foi determinado por
201  fotometria de chama (DM-64-4E, Digimed, Sdo Paulo, BR) usando uma solucdo de K* 100

202  ppm como padrao.
203 Condutancia estomatica

204 A conduténcia estomatica (gs) foi medida em folhas sadias, totalmente expandidas e nao
205  senescentes de cinco individuos de cada tratamento (controle vs. plantas de FMA) por area
206  (Umida vs. seca). As medicGes foram feitas em um Pordémetro portéatil (SC - 1 Leaf Porometer,
207  Grupo METER) na estacdo chuvosa de 2021 entre 7:30-10h da manha.

208 O deficit de pressdo de vapor (DVP) (Tabela 1) foi calculado apo6s a coleta usando a
209 férmula Es-Ea, onde Es é a pressao de vapor saturante e Ea é a pressdo de vapor ambiente
210  (Campbell e Norman 1988), usando dados de temperatura e umidade. O DVP médio de &reas
211  umidas e secas foi de 1,82 e 1,93 kPa respectivamente.

212 A intensidade luminosa média presente nas areas umidas e secas foi de 1021 e 1050 lux

213  respectivamente.

214  Tabela 1 Condigdes ambientais ao final do experimento na estacdo chuvosa, quando as plantas foram
215  coletadas e os parametros (potencial hidrico e condutancia estomatica) foram avaliados, considerando

216  as diferentes areas avaliadas: Umida vs. seca (n = 3 + EP).

Area /

Variavel Temperatura (°C) Umidade relativa (%) Umidade do solo (%) DPV (kPa)
Umida 28,4315,68 66,66+13,34 4,41£0,31 1,8241,2
Seca 31,86+5,46 68,66+9,95 3,30+0,52 1,93+1,1

217
218  Potencial da 4gua do xilema e umidade do solo

219 O potencial hidrico foliar (Wx) das plantas foi avaliado em cinco individuos de cada

220 tratamento (controle vs. plantas de FMA) por area (Umida vs. seca). Ramos sadios com folhas
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totalmente expandidas foram coletados, acondicionados em embalagens impermeaveis e
lacradas (tipo ziplock), em seguida acondicionados em caixa de isopor. O ¥w nos ramos foi
realizado utilizando uma camara de presséo portatil PMS Scholander (Soil Moisture Equipment
Corp., Santa Barbara, CA, EUA). As medicdes foram feitas na estacdo chuvosa de 2021 entre
7:30h-10h da manha.

O teor de umidade do solo (Tabela 1) foi obtido pelo método de umidade gravimétrica
(Ug). As amostras de solo foram coletadas e transportadas em embalagens impermeaveis e
lacradas (tipo ziplock). O conteudo foi pesado e seco a 105-110 °C em estufa, deixado nesta
condigdo por 24 horas. Apos o resfriamento da amostra de solo, tiveram seu peso novamente
aferido. A umidade foi determinada calculando-se: Ug = 100 (peso umido — peso seco) / peso

seco.
Custo de construcéo foliar

As folhas foram coletadas na estagdo chuvosa de 2019 e 2021. O teor de cinzas (g. kg—1)
realizado a partir de 100 mg de matéria seca de folhas sadias e totalmente expandidas de cada
tratamento (controle vs. plantas de FMA) por area (Umida vs. seca) foi obtido em forno mufla
a 500°C por seis horas. O teor de cinzas foi determinado pela diferenca entre a pesagem pré e
pos-mufla (Li et al. 2011). A medida calorifica (AHC kj g—1) foi obtida queimando 100 mg de
matéria seca em um calorimetro bomba (IKA C-200), conforme (Villar e Merino 2001),
utilizando a formula: AHC = calorias / (1- cinzas). O custo de construcéo das folhas por fracéo
de massa (massa CC) (g glicose MS—1) foi medido levando-se em consideracao os resultados
de cinzas, concentracdo de nitrogénio e AHC consoante Williams et al. (1987): CC massa =
[(0,06968 AHC - 0,065) (1 - Cinza) + 7,5 (kN / 14,0067)], onde k é o estado de oxidacdo do
nitrogénio para nitrato (+5) e amonio (-3) (Vries et al. 1974).

Andlise quimica do solo

As amostras de solo foram avaliadas por um laboratorio agronémico privado de acordo
com 0s métodos padrdo brasileiro para avaliagdes agrondmicas quimicas (Embrapa, 1997)
(Tabela 2).

Tabela 2 Analise quimica do solo no momento da coleta das plantas, considerando as diferentes areas

avaliadas: imida vs. seca.
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Area/ Variavel pH (H20) P (mg/dmd) K* AP Ca®* Mg?*
Umida 3 4,60 0,02 0,20 0,80 0,70
Seca 4 4,80 0,01 0,25 0,40 0,50

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA fatorial considerando as premissas apropriadas
(normalidade e homogeneidade), as variaveis independentes foram: (1) area (Umida vs. seca) e
(2) plantas Controle vs. plantas de FMA. Além dos citados acima, foram consideradas as
analises de nutrientes e custo de construcdo foliar no periodo de um (2019) e dois anos (2021)
das plantas em campo. Diferencas significativas foram comparadas pelo teste de Newman
Keuls (P<0,05). Os dados foram examinados usando o software Statistica 8.0 (StatSoft. Inc,
Tulsa, Oklahoma, EUA).

Resultados

Com base em estudo anterior realizado por Pereira et al. (2021) verificou-se que apds 365
dias de crescimento em campo todas as plantas estudadas estavam estabelecendo associa¢des
simbidticas com FMAs, inclusive as plantas controle, que ndo foram inoculadas previamente.
Ambos 0s grupos apresentaram 99% de colonizacdo, apresentando vesiculas, hifas e micélios
nos oOrgdos radiculares amostrados. O presente estudo se concentra em avaliar se a pré-

inoculacdo promove vantagens competitivas de longo prazo.
Estado da 4gua e condutancia estomatica

Apbs dois anos de crescimento, o ¥x das parcelas imidas foi superior ao encontrado nas
parcelas secas, em ambos os tratamentos. Plantas de FMA de areas imidas tém maior gs, sendo
77% maior do que plantas de controle de sua area. As plantas FMA n&o apresentaram maiores

gs em areas secas (Fig. 2).
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Fig. 2 Potencial de agua do xilema a e condutancia estomatica b de Cenostigma microphyllum sob dois
tratamentos (controle vs. plantas de FMAS) em duas areas (Umida vs. seca) sob condi¢Ges de campo em
floresta tropical seca ap6s 2 anos. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre plantas de FMA e amostras de controle nas diferentes zonas usando o teste de Newman—Keuls. P
<0,05,n=7 (£ EP)

Distribuicéo de carboidratos n&o estruturais entre os tecidos

Em geral, o armazenamento de SS é maior que o teor de amido. O teor de SS é maior nas
folhas das zonas Umidas (Fig. 3a). O caule e as raizes das plantas FMA armazenaram maior
teor de SS quando comparados as plantas controle (Fig. 3 b e c). O teor de amido nas folhas foi
maior nas plantas FMA de areas Umidas (Fig. 3d), no caule ndo foram encontradas diferencas
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285  significativas (Fig. 3e), porém nas raizes, plantas de areas secas tém maior teor de amido em
286  comparacdo com plantas de areas secas. de zonas himidas com os mesmos valores entre 0s
287  tratamentos (Fig. 3f).
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290  Fig. 3 Teor de agUcares sollveis (SS): folhas a; haste b; e raizes ¢ e amido: folhas d; caule €; e raizes f

291 em Cenostigma microphyllum sob dois tratamentos (controle vs. plantas de FMASs) em duas areas
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(Umida vs. seca) sob condicdes de campo em floresta tropical seca ap6s 2 anos. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre plantas de FMA e amostras de controle nas diferentes

zonas usando o teste de Newman—Keuls. P < 0,05, n =6 (+ EP).

Custo de construcéo da folha

Os tratamentos avaliados neste estudo ndo apresentaram diferenca de desempenho em
relagdo a quantidade de carbono utilizada para construir o tecido foliar, independentemente da
variacdo pluviométrica ao longo dos anos e nas duas areas (Fig. 4).
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Fig. 4 Custo de construcédo de folhas em Cenostigma microphyllum sob dois tratamentos (controle vs.
plantas de FMAs) em duas areas (Umida vs. seca) sob condi¢6es de campo em floresta tropical seca ap6s
1 e 2 anos. As medias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre plantas de FMA

e amostras de controle nas diferentes zonas usando o teste de Newman—Keuls. P < 0,05, n =4 (£ EP).

Contetido NPK
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Ndo ha variacdo no teor de N foliar entre areas, tratamentos ou anos. Por outro lado, o N
do caule em &reas imidas aumentou 51% nas plantas de FMA em 2021, em comparagdo com
0 mesmo tratamento em 2019. As plantas de FMA (2019) em areas secas tém N no caule 56%
maior em relacdo ao controle de sua area. Nas raizes das plantas de controle em areas Umidas
ndo hd mudangas significativas entre os tratamentos e anos, porém as plantas de FMAs se
destacam pelo aumento de 37% em relacdo as plantas de controle em 2021 (Fig. 5a-c).

Os teores de P nos tecidos foliares foram maiores nas areas imidas em 2021, enquanto
nas areas secas, as plantas FMA (2019) tiveram 45% mais P do que os controles no mesmo ano
(Fig. 5d-f). As plantas controle apresentaram 17% mais P nas areas Umidas, enquanto as plantas
FMA nas areas secas apresentaram teor de P 32% maior. O teor de P na raiz é sempre maior
nas areas imidas em 2019, em comparagao com 0s mesmos tratamentos em 2021, mas nas areas
secas, ao comparar plantas controle versus plantas FMA, estas Gltimas apresentaram maior teor

de P radicular (24%) no mesmo ano.

O teor de K nas folhas ndo indicou diferencas significativas entre areas, tratamentos ou
anos (Fig. 5g). No entanto, as plantas de controle apresentaram maior teor de K no caule em
2019, independentemente da area (Fig 5h). O mesmo ocorre com o K do tecido radicular (Fig.
5i) que é maior em 2019, principalmente nas areas Umidas, que apresentam maior teor desse

nutriente em relagéo aos anos.
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Fig. 5 ConcentragGes nutricionais de nitrogénio: folhas a, caule b e raizes c; fosforo: folhas d, caule e e
raizes f; e potassio: folhas g, caule h e raizes i em Cenostigma microphyllum sob dois tratamentos
(controle vs. plantas de FMAS) em duas reas (Umida vs. seca) sob condi¢Ges de campo em floresta
tropical seca ap6s 1 e 2 anos do transplante de plantulas 5 meses apds a germinacao. As médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre plantas de FMA e amostras de controle nas

diferentes zonas usando o teste de Newman-Keuls. P < 0,05, n =5 (x EP).

Crescimento

Plantas de FMA aumentaram todas as variaveis de crescimento analisadas (Tabela 3). As
plantas de FMA séo 24% e 27% maiores que as plantas de controle em areas umidas e secas,
respectivamente. As plantas FMA também tém diametro de caule 24% e 41% maior do que as
plantas controle, em areas umidas e secas, respectivamente. Em comparacdo com as plantas

controle, o diametro da raiz principal das plantas FMA ¢ de 25% e 18% em areas Umidas e
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341  secas, respectivamente. Plantas de FMA em éareas Umidas tém 35% mais biomassa de raizes do
342  que plantas de controle, enquanto em areas secas as plantas tratadas tiveram 26% mais biomassa

343  de raizes do que plantas de controle.
344

345  Tabela 3 Biometria de Cenostigma microphyllum sob dois tratamentos (controle vs. plantas de FMA)
346  cultivadas em duas areas em condicGes de campo em Floresta Tropical Seca (Umida vs. seca) por dois
347  anos, a partir de transplante de mudas cinco meses depois. a germinacao. As médias seguidas da mesma
348 letra ndo diferem estatisticamente entre as amostras pré-inoculadas e controle nas diferentes zonas de
349  acordo com o teste de Newman-Keuls. P < 0,05, n = 10 (+ EP).

350
Area Umida Seca
Tratamento Controle FMA % Controle FMA %
16,11+1,33
Altura (cm) 14,75+1,40bc  19,30+0,9 a 241 11,91+0,62 c X 271
a
Diametro
do caule 3,77+0,27 b 4,95+0,24 a 241 2,00+0,16 ¢ 3,38+0,29b 411
(mm)
Diametro
da raiz 4,89+0,38 b 6,49+0,2 a 251 455+0,1b 558+0,35b 181
(mm)
Peso da raiz
© 13,44+1,38 b 20,82+0,28a 351 8,85+0,21 d 11,98+1,19¢c 261
g
351

352  Discussao

353 Os resultados sugerem que plantas de C. microphyllum apresentam aumento de biomassa,
354  condutancia estomatica e teor de fésforo quando inoculadas com FMA. O rapido ganho de
355 biomassa em mudas de espécies lenhosas é provavelmente o maior desafio na recuperacéo de

356  areas desmatadas por FTSS. O presente estudo encontrou resultados diferentes dois anos apos
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o0 transplante em comparagao aos resultados do primeiro ano publicados anteriormente. Todas
as caracteristicas estruturais da planta mudaram sob as condigdes do estudo (Fig. 6).

WET PLOT CONTROL DRY PLOT

!

"
/
7/
/!
’
s Starch
N
AY
\
\
N\
b

=

Fig. 6 Principais caracteristicas que suportam o desempenho de Cenostigma microphyllum sob dois
tratamentos (controle vs. plantas de FMAS) em duas areas (Umida vs. seca) sob condi¢Ges de campo em

uma floresta tropical seca ap6s 2 anos.

Em um cenério de regiBes tropicais, onde as mudancas nos padrfes de chuva sdo vistas
como um forte filtro ambiental e as previsfes para este século ja sdo uma realidade (Allen et al.
2017; Pennington et al. 2018; Sfair et al. 2018), especialmente em ambientes semiaridos (IPCC
2021), estudos como este podem auxiliar estrategicamente na recuperacao de areas desmatadas
(Bustamante et al. 2019). A restricdo de recursos naturais, como a agua, pode limitar o

crescimento e desenvolvimento das plantas, levando-as a estabelecer simbiose com
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microrganismos presentes no solo (Bahadur et al. 2019; Pereira et al. 2020). Antes deste estudo,
nosso grupo observou plantas um ano ap6s o transplante e revelou que as plantas de controle
naturalmente infectam e mantém relagdes simbidticas com FMA, incluindo plantas inoculadas
manualmente, pois ambos 0s tratamentos exibem estruturas fingicas como vesiculas, hifas e
micelios nos tecidos radiculares. Pereira et al. 2021). 1sso sugere que os FTS expressam uma
aptiddo nativa para relacdes simbioticas (Pereira et al. 2020). No entanto, ndo esta claro se o
investimento na inoculacdo de mudas antes do transplante em campo traria beneficios a longo
prazo, uma vez que a simbiose € uma tendéncia natural nesse ambiente semiarido (Pereira et al.
2020).

O presente estudo mostrou que o tratamento de pré-inoculacéo (plantas de FMA) antes de
submeter as plantas a condi¢des de campo pode proporcionar vantagens a longo prazo para o
crescimento das plantas, quando comparadas aquelas que ndo foram previamente inoculadas
(Controle). Isso foi observado em todos os parametros de crescimento. Assim, a primeira
expectativa (se as plantas de FMA, antes de serem levadas a campo, teriam maior desempenho
de crescimento na area seca) foi parcialmente sustentada, ndo apenas no menor gradiente de

precipitacdo, mas também em ambas as areas pluviométricas.

As plantas de FMA deste estudo foram capazes de apresentar um aumento nos parametros
morfofisioldgicos, mesmo apds serem submetidas a solos acidos. Solos &cidos sdo conhecidos
por afetar plantas e FMA (Liu et al. 2020). Assim, o crescimento e o desenvolvimento da area
radicular podem ser inibidos pela exposi¢édo a ions toxicos, como o aluminio (Al) (Kochian et
al. 2004). AMF pode alcancar uma nova estrutura morfoldgica que afeta a infeccdo da raiz
(Miransari 2014). Embora as consequéncias da acidez do solo possam diferir entre as espécies
de plantas e os FMA, estudos anteriores mostraram que os FMA aliviam o estresse da toxicidade
do solo (Alotaibi et al. 2021; Yang et al. 2016). Aqui, mesmo com aluminio presente no solo e
plantas FMA de baixo pH, o ganho de biomassa foi mais rapido do que nas plantas controle.
Esses resultados reafirmam o efeito da inoculagdo micorrizica em plantas em florestas secas
(Frosi et al. 2016a,b; Pereira et al. 2020).

As trocas gasosas de plantas previamente submetidas a micorrizagdo também podem ser
favorecidas pela relagdo planta-FMA, pois foram capazes de suportar uma condutancia
estomatica aproximadamente 80% maior do que os controles na parcela umida avaliada neste
estudo, o que levaria a uma menor emissdo de CO; resisténcia a absorgao (Liu et al. 2015). Os

FMA estdo entre os fungos simbidticos que mantém associa¢des com os tecidos radiculares das
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plantas, o que se reflete em melhores condi¢fes sob parametros fisioldgicos e de crescimento
(Allen et al. 2017; Smith e Smith 2011). Sob simbiose, as plantas podem ter um melhor estado
hidrico na parte aérea, 0 que beneficiara a condutancia estomatica (Frosi et al. 2016b; Liu et al.
2021).

Maior gs esta relacionado a entrada e dindmica de carbono (Martinez-Vilalta et al. 2016) e
pode se beneficiar da relagdo micorrizica (Wang et al. 2021) ou, como visto neste estudo, €
fortemente influenciado pela sazonalidade, especialmente a disponibilidade de agua (Signori-
Miuiller et al. 2021). Assim, plantas de FMA apresentam maior teor de amido foliar em areas
com maior precipitacdo, o que pode sugerir maior assimilacdo de CO. (Santos et al. 2021). O
carbono assimilado pode ser armazenado como amido nos cloroplastos ou como sacarose no
vacuolo para posterior remobilizacdo (Martinez-Vilalta et al. 2016). Por outro lado, plantas em
areas secas apresentaram maior teor de amido nas raizes, sugerindo uma estratégia diferente
talvez de reativacdo do metabolismo radicular durante um periodo de recursos favoraveis
(Santos et al. 2022). E comum entre plantas lenhosas em regides semiaridas, e também o
acumulo de NSC nas raizes em condicdes de baixa disponibilidade hidrica (Santos et al. 2021,
2022). Além disso, as plantas de FMA armazenaram maior teor de SS nos tecidos do caule e da
raiz, independentemente da disponibilidade de agua no ambiente, do que as plantas controle,
indicando que essas plantas podem ter assimilado maior quantidade de CO> (Santos et al. 2022).

A relacdo planta-FMA é baseada na facilitacdo de recursos como agua e nutrientes para a
planta, o que é relevante sob baixa disponibilidade hidrica (Zhao et al. 2020), além disso as
restricdes de recursos podem incentivar o estabelecimento de simbiose (Pereira et al. 2020).
Além disso, a rede formada entre raizes por meio de hifas FMA pode beneficiar individuos
vizinhos a partir da troca de varias moléculas (Simard et al. 2012). A mobilizac¢do nutricional
entre os Orgaos se reflete na estratégia especifica da espécie diante das mudancas ambientais.
No presente estudo, houve maior exigéncia de N, P e K nas hastes entre os tratamentos e 0s
anos de estudo, sugerindo que as plantas testemunhas em &reas com maior precipitacao
apresentaram habito conservador de uso dos recursos, visando 0 armazenamento para a seca. e
subsequente rebrota das folhas na proxima estacao chuvosa. As plantas de FMA em areas secas
apresentaram maiores teores de P em todos os tecidos medidos. Os beneficios do aumento da
disponibilidade de P em espécies lenhosas semiaridas em simbiose foram demonstrados em

estudos anteriores (Frosi et al. 2016a,b).
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Este estudo de mudas lenhosas em condigdes de campo em uma regido semiarida nos
trouxe outra novidade, ainda ndo encontrada em estudos anteriores em condi¢des controladas.
Outra expectativa inicial era que as plantas de FMA teriam melhor absor¢éo de NPK e carbono
(Frosi et al. 2016b) e, assim, poderiam reduzir o custo de construcdo foliar em areas secas
quando comparadas as plantas controle (Barros et al. 2018). Como C. microphyllum é uma
espécie decidua que passa toda a estacdo seca sem folhas, espera-se um baixo investimento
neste tecido; folhas que entrardo em senescéncia rapidamente, ou seja, uma vida de folha curta
ndo deve ter um aparato de defesa robusto, indicando um habito foliar estrategicamente
aquisitivo (Westoby et al. 2002; Yang et al. 2016). Em contraste, o custo da folha é fortemente
determinado pelas caracteristicas quimicas das folhas, que, quando tém uma longa vida util, séo
essencialmente caras; pois além do alto custo da glicose para sua construcdo, demandam
investimento em substancias de protecdo metabdlica (Westoby et al. 2002), representando
espécies de habito conservador. A construcdo de folhas baratas com tecidos moles caracteriza
um hébito aquisitivo, que seria estratégico em FTSS devido a abscisdo foliar durante a estagéo
seca. Ao contrario de um estudo anterior com mudas de espécies lenhosas em condicdes
controladas, os tratamentos relacionados a FMAs ndo reduziram o custo das folhas (Barros et
al. 2018). Falcéo et al. (2017) ndo encontraram correlacdo entre custo foliar e precipitacdo em
Cenostigma spp. em condigdes de campo. No entanto, o custo foliar de C. microphyllum néo
diferiu entre areas, tratamentos ou anos, o que é favoravel para esta espécie ao sinalizar
estabilidade. As plantas FMA tém incrementos em seus parametros biométricos; além disso,
essas plantas apresentam maior potencial hidrico e gs do que as testemunhas. Esse
comportamento sugere que essas plantas possuem o mesmo custo folha que as plantas controle,

mas apresentam maior eficiéncia energética dos recursos adquiridos.
Concluséao

Este estudo mostrou que inocular plantas de C. microphyllum com FMA antes de serem
submetidas a condi¢des de campo foi benéfica. Assim, encorajar a relagdo simbiotica nos
estagios iniciais de crescimento proporciona melhores habilidades de sobrevivéncia as plantas
do que as plantas micorrizicas de ocorréncia natural, como mostrado em um estudo de um ano
de plantas transplantadas por Pereira et al. (2021). As plantas tratadas apresentaram melhores
caracteristicas fisiologicas, como aumento do potencial hidrico, condutancia estomatica e
caracteristicas biométricas e nutricionais (incluindo maiores teores de P nos tecidos vegetais).
Consequentemente, as plantas de FMA fizeram uso mais eficiente dos recursos ambientais do

que as plantas de controle.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Estratégias ecoldgicas visando o cAmbio de recursos € a principal relacéo entre
plantas e FMA. Fundamentando-se na cooperacdo que promova melhor estabelecimento,
crescimento e sobrevivéncia dos envolvidos.

ApO6s um ano da exposicdo ao FMA as plantas exibem mais rapida recuperacao
ao estresse hidrico e apos dois anos melhores caracteristica morfofisioldgicas, uso mais
eficiente dos recursos e isso reflete num melhor estabelecimento em area de sucesséo. As
areas de sucessdo em questdo possuem vestigios de perturbacdes antropogénicas cronicas e
que sdo constantemente submetidas a transformacdes nos padrdes de temperatura e teores
pluviométricos, em fungdo das mudancas climaticas.

Desta forma sdo necessarias mais pesquisas relacionadas a estratégias de
engenharia ecoldgicas que fornecam bases estruturais para meios sustentaveis que visem o

resgate da biodiversidade na Caatinga.
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