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RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sédo simbiontes obrigatérios e formam
associacdo mutualistica com mais de 70% das espécies de plantas. Essa
interagcdo ocorre nas raizes das plantas vasculares, talos e rizomas de bridfitas
e pteriddéfitas, onde os FMA disponibilizam nutrientes e agua, em troca, obtém
carboidratos produzidos pela fotossintese vegetal e lipidios. Para as plantas, um
dos resultados dessa interacao é o acumulo de biomassa associado ao aumento
da toleréncia a seca e salinidade. Estas condi¢des estdo presentes no semiarido
e sao intensificadas por atividades antropicas, levando ao cenario de
degradacdo que causa perda de cobertura vegetal e reducdo de FMA no solo.
Para mudar este cenario, programas de restauracdo ecoldgica tém adotado
estratégias para reconectar a interacdo planta-FMA. Investigamos se a
degradacdo do solo causada por exploracdo mineral na obra do Projeto de
Integracdo do Rio S&o Francisco (PISF) afeta a estrutura das comunidades de
FMA. Em seguida, buscamos responder se: 1) a producédo de indculo usando
Senna uniflora ou Sorghum bicolor influencia a estrutura da comunidade de FMA
em solos de duas origens (Caatinga remanescente e Jazida recuperada), e se
2) os indculos produzidos com S. uniflora proporcionam maior desenvolvimento
de espécies herbaceas. No campo, as areas de jazida de exploracdo mineral
apresentam menor riqueza e abundancia de FMA comparado as areas de
vegetacdo remanescentes. O solo-indculo produzido com solo da Caatinga
apresentou 26 espécies de FMA a mais comparado ao da Jazida, resultado
influenciado pela riqueza registradas em amostras de campo. Apesar disso, a
riqueza diminuiu apés a fase de condicionamento do solo para ambas origens.
Independente da origem, o solo-in6culo produzido com S. uniflora apresentou
comunidades de FMA mais equitativas e proporcionou 34% e 60% mais
biomassa vegetal do que o controle ndo inoculado e in6éculo composto por
isolados de FMA, respectivamente. Plantas com maior colonizagdo micorrizica
diminuiram o investimento em atributos funcionais de aquisicdo de recursos.
Concluimos que os inoculantes compostos por comunidade de FMA nativos
produzidos com S. uniflora geram beneficios no desenvolvimento de plantas
herbaceas, principalmente Rhaphiodon echinus e Mesosphaerum suaveolens.
Portanto, esta pode ser uma estratégia para aprimorar resultados na
recuperacado de areas severamente degradadas do semiarido brasileiro.

Palavras-chave: Inoculacdo. Producdo de inoculante. Feedback planta-solo.
Responsividade. Restauragéo ecoldgica. Transposi¢do do rio Sdo Francisco.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligate symbionts and form a mutualistic
association with more than 70% of the plant species. This interaction occurs in
the roots of vascular plants, stems and rhizomes of bryophytes and
pteridophytes, where the AMF provide nutrients and water, and in exchange,
obtain carbohydrates produced by plant photosynthesis and lipids. For plants,
one result of this interaction is the accumulation of biomass associated with
increased tolerance to drought and salinity. These conditions are present in the
semi-arid region and are intensified by anthropic activities, leading to a
degradation scenario that causes loss of plant cover and reduction of AMF in the
soil. To change this scenario, ecological restoration programs have adopted
strategies to reconnect the plant-AMF interaction. We investigated whether soil
degradation caused by mineral exploration in the S&o Francisco River Integration
Project (PISF) affects the structure of AMF communities. We then sought to
answer whether: 1) inoculum production using Senna uniflora or Sorghum bicolor
influences the structure of the AMF community in soils of two origins (remnant
Caatinga and recovered quarry), and whether 2) inocula produced with S. uniflora
provide greater development of herbaceous species. The mineral deposit areas
are poorer in species and have lower AMF abundance compared to the remaining
vegetation areas. The soil inoculum prepared with Caatinga soil presented 26
more AMF species compared to that the quarry, a result influenced by the
richness recorded in field samples. However, the richness decreased after the
soil conditioning phase for both origins. Regardless origin, the inoculum-soil
produced with S. uniflora presented more eveness AMF communities and
provided 34% and 60% more plant biomass than the non-inoculated control and
inoculum of AMF isolates, respectively. Plants with higher mycorrhizal
colonization decreased investment in functional resource acquisition attributes.
We conclude that native inoculants produced with S. uniflora generate benefits in
the development of herbaceous plants, mainly Rhaphiodon echinus and
Mesosphaerum suaveolens. Therefore, this may be a strategy to improve results
in the recovery of severely degraded areas in the Brazilian semiarid region.

Key-words: Inoculation. Inoculant production. Soil plant feedback.
Responsiveness. Ecological restoration. S&o Francisco river transposition.
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1. INTRODUCAO

A necessidade de construir pontes entre Ciéncia e pratica para superar o
desafio de recuperar ecossistemas severamente degradados € iminente
(TOROK, HELM, 2017). Especialmente em ecossistemas semiaridos onde cerca
de 17% dos projetos de restauracdo ecologica ndo alcangam sucesso no
estabelecimento de plantas via semadura direta (SHACKELFORD et al., 2021).
No semiarido brasileiro, a semeadura direta tem sido utilizada para reverter
impactos sobre a vegetacao e solo causados pelo Projeto de Integracdo do Rio
Sao Francisco com Bacias Hidrogréficas do Nordeste Setentrional (PISF). Este
projeto tem o objetivo de promover seguranca hidrica para mais de 10 milhdes
de pessoas. Para cumprir a etapa de recuperacédo de areas degradadas, o PISF
conta com esforgos da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (Univasf),
por meio do Nuacleo de Ecologia e Monitoramento Ambiental (NEMA), que
desenvolveu e tem aplicado um método de semeadura direta de espécies
herbaceas (SOCOLOWSKI et al., in prep). Este método tem sido capaz de
aumentar a cobertura vegetal das areas degradadas pelas atividades de
construcdo civil do PISF, em 2020, cerca de 43% das areas que receberam
semeadura, alcancaram pelo menos 50% de cobertura vegetal do solo, em 2021
o percentual de areas com 50% de cobertura passou para 71% (NEMA, 2021).

Entretanto, o percentual de cobertura do solo € baixo em algumas areas onde
a vegetacdo foi suprimida e a camada superficial do solo foi removida para
explorac@o de minerais Uteis para a obra do PISF (NEMA, 2021). Isto causou a
exposicdo do solo as intemperes ambientais, consequentemente, ocorrem
processos erosivos, que degradam ainda mais o ecossistema, devido a lixiviacao
de nutrientes e matéria organica. Isto resulta em perdas de funcbes
ecossistémicas como a ciclagem de nutrientes e a fixagdo de carbono. Como
consequéncia, € notério o aumento da compactacdo do solo, acompanhado de
uma reducdo da aeracao e infiltracdo de agua. A perda de diversos grupos de
organismos pode estar relacionada com estes danos, inclusive a reducao da
abundancia de microrganismos do solo benéficos as plantas.

Dentre os microrganismos do solo benéficos as plantas, destacam-se 0s
Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA), pertencentes ao Filo Glomeromycota
(WIJAYAWARDENE et al.,, 2020). Esses fungos formam uma associagdo
mutualistica com mais de 70% das plantas vasculares (BRUNDRETT,;
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TEDERSOO, 2018), aumentando a capacidade de aquisicdo de &gua e
nutrientes para as plantas em troca de acucares (BRUNDRETT, 2002) e lipidios
(LUGINBUEHL et al., 2017). Beneficios nutricionais e ndo nutricionais sao
proporcionados pelos FMA e, como consequéncia, o estabelecimento de plantas
em condi¢cBes de campo aumenta, associado a maior tolerancia as condi¢des de
déficit hidrico (AUGE, 2001), inclusive em éareas semiaridas (PINEIRO et al.,
2013). Devido aos beneficios proporcionados as plantas, os FMA tém sido
aplicados em diversos projetos de recuperacao de areas degradadas em varios
ecossistemas terrestres (NEUENKAMP et al., 2018). Por outro lado, as
comunidades de FMA sao sensiveis as mudancas causadas ao solo pelo
desenvolvimento vegetal (SEMCHENCKO et al., 2018). Essas mudancas podem
aumentar ou reduzir o crescimento de outras plantas que chegam ao mesmo
solo previamente modificado, em um processo conhecido como Feedback
planta-solo (FPS) (BEVER; WESTOVER; ANTONOVICS, 1997; BEVER et al.,
2010). Portanto, usar a técnica de inoculacdo com FMA para compreender como
otimizar o FPS, visando o estabelecimento de espécies nativas recomendadas
para recuperacdo de areas degradadas, pode aprimorar a técnica de
recuperacdo usada pelo NEMA.

Buscamos responder se a inoculacdo com FMA prospectados em
ecossistemas de referéncia, aumenta a biomassa vegetal de quatro espécies
herbaceas da Caatinga. Nossa hipétese € que as plantas inoculadas com FMA
nativos apresentem maior acumulo de biomassa comparado as plantas néo
inoculadas ou mesmo aquelas que receberam inoculantes de isolados de
espécies de FMA. Para tanto, foram seguidos trés passos: 1) conhecer a
necessidade da inoculacao por meio de um levantamento das comunidades de
FMA, comparando area degradada por mineracdo a areas remanescente de
vegetacao, 2) cultivar o solo de campo oriundo dessas areas em condicdes de
casa de vegetacdo visando desenvolver inoculantes a partir das comunidades
nativas de FMA, e 3) testar a eficiéncia dos inoculantes produzidos quanto ao
incremento de biomassa de Senna uniflora e outras trés espécies herbaceas
nativas (S. uniflora, Rhaphiodon echinus, Mesosphaerum suaveolens e Sida
galherensis) indicadas para recuperacdo de areas degradadas do PISF. Essas
etapas subsidiardo estratégias de produgdo e aplicagdo de inoculante

micorrizico no semiarido brasileiro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fungos Micorrizicos Arbusculares: distribuicdo e formacao de redes

miceliais no solo

Os FMA séo distribuidos globalmente e sdo afetados por caracteristicas
do solo e da vegetacédo. O tipo de distribuicdo da maioria das espécies de FMA
é cosmopolita (STURMER; BEVER; MORTON, 2018). Atualmente, 342 espécies
descritas no mundo inteiro, destas, 192 ocorrem no Brasil e na Caatinga, cerca
de 120 espécies foram registradas (MAIA et al., 2020). A amostragem de FMA
na Caatinga pode reportar desde 6 a 56 espécies (MARINHO et al., 2019;
MEDEIROS; GOTO; GANADE et al.,, 2021). Uma parte dos estudos que
investigaram o efeito da sazonalidade sobre as comunidades de FMA registram
maior abundancia de glomerosporos durante a estagao seca (TEIXEIRA-RIOS
et al., 2018). Enquanto isso, outros autores apontam a importancia do sodio, da
matéria organica, potassio, ferro e percentual de silte e areia como preditores da
estrutura de comunidades de FMA na Caatinga (SOUZA et al., 2018). As
comunidades também podem ser diferentes ao longo dos estagios sucessionais,
com maior rigueza em estagio sucessional avancado (SOUZA et al., 2014).

A associacdo mutualistica entre FMA e plantas ocorre comumente na
natureza. Esta interacdo ocorre em varias zonas climéticas, apresentando uma
riqueza decrescente dos trOpicos para as zonas austal e boreal, apresentando
uma reducdo mais intensa no hemisfério sul em relagdo ao hemisfério norte
(STURMER; BEVER; MORTON, 2018). E também nos ecossistemas tropicais
onde se pode contabilizar o mais alto niumero de espécies de FMA por espécie
de planta (OPIK et al., 2006). Os FMA podem ser encontrados em plantas
presentes em diferentes ecossistemas, desde 0s ecossistemas terrestres,
incluindo desertos (SANTANDER et al.,, 2021) e afloramentos rochosos
(inselbergs) (SOUZA et al., 2018), em manguezais (WANG et al., 2010), e outros
ecossistemas aquaticos como lagos (SUDOVA et al., 2015), até mesmo na
antartica é possivel encontra-los (BARBOSA et al., 2017). Além de difundida,
esta associacdo € antiga, datando de cerca de 400 milhdes de anos atras,
guando o mais antigo fossil foi registrado, levantando evidéncias suficientes para
afirmar que essa associacao foi importante as plantas conquistarem o terrestre
(REDECKER; KODNER; GRAHAM, 2000).
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Uma Unica espécie de FMA é capaz de se associar a diversas plantas ao
mesmo tempo, que em conjunto com outros tipos de fungos micorrizicos formam
a rede comum de micélio no solo (Figura 1) (VAN DER HEIJDEN 2014). No
semiéarido brasileiro, por exemplo, na rizosfera de plantas de Mimosa tenuiflora
podem ser registradas 39 espécies de FMA (PASSOS et al., 2020). As redes
miceliais podem ser formadas por diferentes tipos de fungos micorrizicos, como
os ericoides, orquiddides e mais frequentemente ectomicorrizicos (Egerton-
WARBURTON; ALLEN, 2001). Dentre as funcdes desempenhadas através
desta rede micelial estdo a transferéncia entre plantas de carbono (SIMARD et
al., 1997) e de nutrientes (SELOSSE et al., 2006). Apesar da dificuldade em
medir respostas claras, a rede micelial tem sido cada vez mais estudada, por
serem importantes para o estabelecimento de plantulas, pois ao germinar, as
plantas podem se conectar a uma fonte de nutrientes rapidamente (VAN DER
HEIJDEN; HORTON, 2009). Outra funcado interessante é a transferéncia de
sinais quimicos com a capacidade de proteger plantas de ataques de herbivoros
e patdgenos (BABIKOVA et al., 2013).

\ \ O! | ’n
Figura 1. llustracéo da rede micelial micorrizica no solo, conectando diferentes plantas arbéreas
por uma rede promovida por ectomicorrizas (1), mostrando também que plantas de diferentes
espécies herbaceas (2) bem como herbaceas-arbdreas (3) podem ser conectadas através da
rede micelial de FMA. Também pode ser formada rede subterranea isoladas em orquideas (4).
Fonte: Van Der Heijden et al., 2015.
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2.2. Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) e as vantagens para plantas

frente ao déficit hidrico e herbivoria

A captura e transporte de nutrientes para disponibilizar as plantas séo as
funcdes que desencadearam inumeros estudos com FMA, entretanto outros
beneficios ndo nutricionais também podem ser gerados (Figura 2) (DELAVAUX;
SMITH-RAMESH; KUEBBING, 2017). Dentre estas, as fungdes reportadas na
literatura mostram um aumento da tolerancia das plantas micorrizadas a diversas
interacOes bidticas negativas para o vegetal, como a herbivoria da parte aérea
(BOROWICZ 2013), tolarancia a doencas (BENNET, BEVER, 2007), incluindo
varios fitopatdgenos, como virus, bactérias, fungos e nematdides (DOWARAH,;
GILL; AGARWALA, 2021). Plantas em simbiose com FMA também apresentam
tolerancia a estresses abidticos, como a seca (AUGE, 2001), a salinidade
(PORCEL; AROCA; RUIZ-LOZANO, 2012) e a toxicidade por metais pesados
(AMIR et al., 2014). Este topico da revisdo se atém aos mecanismos mais
relevantes para tolerar a seca e herbivoria, condi¢cdes pertinentes ao contexto de

projetos de restauracdo no semiarido brasileiro.

te aleloquimict

Figura 2. Figura traduzida mostrando impactos dos FMA nas plantas e no solo, dentre esses
estdo captura e transporte de agua e nutrientes, agregacdo do solo, transporte e protecdo
aleloguimica, defesa quimica e resisténcia a doencgas, que podem afetar o crescimento das
plantas. Fonte: DELAVAUX; SMITH-RAMESH; KUEBBING, 2017.
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A tolerancia as condi¢Ges de déficit hidrico da planta € aumentada pelos
FMA por meio de trés mecanismos principais. Primeiro, plantas que interagem
com FMA tém maior extensdo da zona de busca por agua no solo, uma vez que
0 micélio fungico pode explorar areas do solo onde as raizes ndo chegam
(SMITH; READ, 1998). Com isso, um maior volume de &agua pode ser
disponibilizado as plantas micorrizadas comparado as ndo micorrizadas (AUGE
et al., 2015). O segundo mecanismo esta relacionado as mudancas fisiologicas.
Em condi¢Bes de seca, plantas micorrizadas mantém a abertura estomatica por
mais tempo (AUGE; TOLER; SAXTON, 2015). Isto aumenta a condutancia
estomatica ao vapor de agua (AUGE; TOLER; SAXTON, 2015), medida que se
refere ao quanto de vapor de agua é perdida em funcéo da entrada de CO2 apos
a abertura dos estdmatos. Em média geral, independente da espécie vegetal e
das condi¢des do estudo, plantas que interagem com FMA apresentam cerca de
24% mais condutancia estomatica (AUGE; TOLER; SAXTON, 2015). Fato que
estd relacionado a maior hidratacdo da planta micorrizada, bem como a
influéncia dos FMA no fluxo de carbono produzido pela fotossintese nas folhas
(AUGE; TOLER; SAXTON, 2015). O terceiro mecanismo esta relacionado com
0 aumento da agregacéao do solo (RILLIG; MUMMEY, 2006). Os FMA produzem
a glomalina, uma proteina com funcdo aglutinante capaz de agregar o solo no
entorno das raizes (RILLIG; MUMMEY, 2006). Agregados do solo formados pela
atividade radicular interagindo com FMA retém mais agua (AUGE et al., 2001),
0 que pode manter a umidade do solo por mais tempo. Embora seja pouco
estudado, um ultimo mecanismo capaz de aumentar a tolerancia das plantas
revela a transferéncia de agua através da rede micelial no solo (EGERTON-
WARBURTON; QUEREJETA; ALLEN, 2008). O recurso hidrico e outros
recursos do solo podem ser colocados em comum para toda a comunidade
vegetal através desta rede micelial no solo, que conecta plantas independente
da espécie, habito e fase de desenvolvimento (VAN DER HEIJDEN; HORTON,
2009). Os recursos fluem de areas com menor demanda para areas de maior
demanda (WHITESIDE et al., 2019), assim uma planta com déficit hidrico
conectada a rede micelial pode receber agua de outras plantas. Como exemplo,
a agua presente no parénquima do cacto colunar Neobuxbaumia tetetzo foi
encontrado no xilema do arbusto Mimosa luisana no semiarido mexicano
(MONTESINOS-NAVARRO et al.,, 2019). Embora os autores ndao tenham

analisado a rede micelial neste estudo, esta rota é conhecida para outros
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recursos do solo como o nitrogénio (MONTESINOS-NAVARRO et al., 2017), que
por sua vez, é transportado em uma solucdo aquosa dentro do micélio. Isto
evidencia que a facilitacdo e outras interacdes entre plantas podem ser mediadas
pela interacdo mutualistica com FMA (MONTESINOS-NAVARRO; VALIENTE-
BANUET; VERDU, 2018, 2019).

O aumento da tolerancia da planta a herbivoria € dependente do contexto
(BOROWICZ, 2013). Por um lado, a associa¢cdo com FMA aumenta a producao
de compostos secundéarios (PEDONE-BONFIM et al., 2018) que podem ser
utilizados pelas plantas como parte da defesa biolégica contra herbivoria. Por
outro lado, é dificil generalizar o efeito da interacdo com FMA na tolerancia a
herbivoria. A associacdo micorrizica € um dreno de carbono produzido nas
folhas, porque os FMA dependem dos carboidratos fornecidos pela planta para
0 seu proprio crescimento (SMITH; READ, 1998). Ap6s um evento de herbivoria,
as plantas investem energia para compensar a perda foliar, entretanto, a
guantidade entrada de energia absorvida por meio da fotossintese também
diminui. Diante deste cenario, a planta pode investir energia para formar novas
folhas ou pode investir na associacdo micorrizica para aquisicdo de nutrientes
do solo (CAVAGNARO et al., 2021). Este € o mecanismo principal que torna a
resposta dependente do contexto. Recentemente, Cavagnaro et al. (2021)
mostraram que o resultado da interac&o entre a disponibilidade de nutrientes, da
identidade da planta e do FMA. Os autores registraram que em alta
disponibilidade de nutrientes, plantas de Agropyron elongatum tem menor
colonizacdo por arbusculos ao longo do tempo, enquanto que em baixa
disponibilidade, a colonizacdo se manteve inalterada ao longo do tempo ap6s ao
evento de herbivoria. Por outro lado, plantas de Urochloa brizantha né&o
dependeram da interacdo com FMA em nenhum nivel de disponibilidade de
nutrientes. Outros estudos experimentais mostram que a tolerancia a herbivoria
pode ser ampliada ou reduzida, dependendo da espécie de FMA associada, pois
elas diferem na habilidade de capturar nutrientes necessarios para compensar a
perda de folhas (BENNET; BEVER, 2007). A frequéncia dos eventos de
herbivoria também pode influenciar na resposta da planta e dos FMA
(KLIRONOMOS; MCCUNE; MOUTOGLIS, 2003). Klironomos; Mccune;
Moutoglis (2003) observaram que a alta frequéncia de herbivoria causa aumento
em biomassa nas plantas de Bromus inermis inoculada com Rhizoglomus

intraradices, enquanto isso, os FMA diminuem a coloniza¢do radicular por
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arbusculos e hifas (ligados a atividade micorrizica), aumentando a producgéo de
glomerosporos e de vesiculas (funcdo reprodutiva e de armazenamento de
energia, respectivamente). A tolerancia da planta a herbivoria pode aumentar
com a rigueza de espécies presentes no inoculante (KLIRONOMOS; MCCUNE;
MOUTOGLIS, 2003) e pode ser favorecida pela adaptacao local da associacdo
entre fungos e plantas (MIDDLETON et al., 2015).

2.3. Producao de inoculante micorrizico visando a recuperacao de areas

degradadas

Existem diversas maneiras de produzir inoculantes micorrizicos
reportadas em revisbes (FELDMANN; IDCZAK, 1992; IJDO; CRANENBROUCK;
DECLERCK, 2011; VOSATKA et al., 2012; AKHTAR; ABDULLAH, 2014,
SHARMA et al., 2017; KUMAR; SAXENA, 2018). A producédo pode ser iniciada
a partir de diferentes fontes de propagulos de FMA, tais como hifa e fragmento
de raiz colonizada por FMA séo Uteis para iniciar a produc¢do de inoculante
(FRIESE; ALLEN, 1991). Entretanto, para maioria das espécies de FMA, o
glomerosporo € o propagulo mais utilizado para iniciar a producdo, por
possuirem elevada infectividade, dada pela capacidade de germinar, emitir hifas
que promovem a colonizacdo de novas raizes (KLIRONOMOS; HART, 2002).
N&o existe uma recomendacao da quantidade de glomerosporos necessarios,
até porque, é possivel iniciar um cultivo de algumas espécies a partir de um Gnico
glomerosporo (FRACCHIA et al., 2001). Os glomerosporos podem ser adquiridos
em bancos de inoculantes mantidos por empresas, como, a Embrapa (SOUZA;
SCHLEMPER; STURMER, 2017) e universidades, como Universidade de
Blumenal (https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/public/show/co233) e Univasf
(SILVA et al., 2020), mas também podem ser isolados a partir de amostras de
campo (KOBAE et al., 2019). Em posse dos propagulos de FMA, o inoculante
pode ser produzido em um dos trés sistemas: cultivo in-vitro, producéao livre de
substrato e producdo em substratos (Figura 3) (IJDO; CRANENBROUCK;
DECLERCK, 2011), este ultimo adotado para esta dissertacao.

A producgéo em substratos € a maneira “classica” de produzir inoculantes
micorrizicos e consiste basicamente na mistura de solo e substrato cultivado sob
condicbes controladas ou semi-controladas (IJDO; CRANENBROUCK;

DECLERCK, 2011). Como substrato, a areia lavada, vermiculita e perlita podem
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ser utilizadas para diluir solos ricos em nutrientes (IJDO; CRANENBROUCK;
DECLERCK, 2011). No caso de solos pobres em nutrientes, substratos
organicos podem ser adicionados para enriquecé-los nutricionalmente (1JDO;
CRANENBROUCK; DECLERCK, 2011). Na literatura reporta-se uma ampla
variedade de plantas hospedeiras para a producao, entretanto, plantas como

milho (Zea mays), grama batatais (Paspalum notatum), sorgo (Sorghum

sudanese, S. bicolor) tendem a apresentar resultados favoraveis em termos de
densidade de glomerosporos (CARRENHO; TRUFEM; BONONI, 2002; 1JDO;
CRANENBROUCK; DECLERCK, 2011).
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Figura 3. Sistemas de producéo de inoculante micorrizico, a) cultivo in-vitro, b) producéo livre de
substrato em aeroponia, e c) producdo em substratos. Fontes: a- International training on in
vitro culturing of arbuscular mycorrhizal fungi, acessado em 05/08/2021, disponivel em:
https://www.mycorrhiza.be/training/in_vitro_culture_ AMF/amp.php; b, c- 1JDO;
CRANENBROUCK; DECLERCK, 2011.
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O cultivo é vidvel em vasos com variados tamanhos e formatos, em
embalagens de producdo de mudas ou mesmo em canteiros em ambientes
protegidos ou a pleno sol (IJDO; CRANENBROUCK; DECLERCK, 2011),
dependendo da escala de producdo. Este método é amplamente utilizado por
ser de facil implementacédo e possibilitar o ganho de escala na producao. Além
disso, € capaz de produzir glomerosporos e outros propagulos infectivos de uma
ampla gama de espécies de FMA, podendo ser cultivados uma ou mais espécies
de FMA. Dentre as alternativas para aumentar a escala da producéo, vale a pena
destacar o cultivo on-farm (DOUDS et al., 2006). Neste modelo de producéo,
vasos maiores ou canteiros sdo preferencialmente utilizados e dispostos em
areas amplas, o que possibilita a fornecer inoculantes micorrizicos para grandes
areas (DOUDS et al., 2014) (Figura 4). Por exemplo, em canteiro de 1 x 10 x 0,4
m, instalado nas dependéncias da casa de vegetagdo vinculada ao laboratério

de microbiologia da Univasf, foi possivel produzir inoculante em quantidade
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suficiente para inocular mudas para plantio em espagamento 2 x 2 m em 18
hectares de areas degradadas (SANTANA, 2014).

Flgura 4, Produgao de inoculantes micorrizicos a pleno sol em areas amplas nomeado on- farm
llustrando um dos métodos do sistema de producdo em substratos apliaveis a produ¢do em
grande escala. Em a) produ¢do em embalagens grandes de producao de mudas, com Paspalum
notatum, em b) producéo em embalagens plasticas ao decorrer da preparacao desta dissertacao,
usando Sorghum bicolor BRS ponta negra, os dados ndo foram incluidos na dissertacao. Fontes:
a- DOUDS, D. D. et al., 2014; b- autoria propria, dados ndo publicados.

7z

A técnica de cultura-armadilha é um método para multiplicar
glomerosporos recentemente utilizado por experimentos de restauragéo
ecolégica (LUBIN et al., 2019; VAHTER et al., 2020). Para preparar uma cultura
armadilha é necessario cultivar em vasos o solo coletado em campo, misturado
com areia lavada (1:1 v:v), garantindo a disponibilidade hidrica, ao mesmo tempo
em que uma boa quantidade de raizes é disponibilizada devido ao volume
semeadura de 50 a 75 sementes, para estimular a formacédo da simbiose
micorrizica (STUTZ; MORTON, 1996). A primeira finalidade proposta para a
preparacdo de culturas-armadilha foi a produgdo de glomerosporos em boas
condicdes estruturais para identificacdo morfolégica, e com isso complementar
listas de espécies aumentando a riqueza registrada para uma dada éarea
(STUTZ; MORTON, 1996). A partir dos glomerosporos produzidos desta maneira
€ possivel proceder o isolamento de espécies de FMA de interesse visando o
cultivo monoespecifico (KOBAE et al., 2019). Caso o objetivo seja inocular
centenas de plantas com comunidades inteiras de FMA usando pouca
quantidade de solo, a técnica de cultura-armadilha pode ser uma alternativa
vantajosa, pois, 0 solo cultivado sob essas condi¢cdes tende a conter uma
elevada densidade de glomerosporos (KOZIOL et al., 2018). Pensando que a

metodologia é aplicAvel para uma ampla gama de espécies de FMA,
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possibilitando a producao de comunidades nativas desses fungos, a adaptacéo
desta técnica para inocular plantas em projetos de restauracdo ecoldgica pode
ser uma alternativa vantajosa para proceder uma inoculagéo rica em espécies e
preservar funcdes ecosssitémicas. Apesar de ser uma metodologia ainda pouco
estudada para esse contexto (KOZIOL et al.,, 2018), intuitivamente ecdlogos
praticantes da restauracéo ecoldgica ja testaram o método cultivando o solo de
campo com plantas nativas em casa de vegetacao e registraram efeitos positivos
da inoculagdo em condigbes experimentais de campo (VAHTER et al., 2020;
LUBIN et al., 2019). Entretanto, ao decorrer do cultivo pode ocorrer o acumulo
de patdégenos oriundos das amostras de campo (BAUER; MACK; BEVER, 2015),
o que pode comprometer a qualidade do inoculante. E importante notar que ao
longo de cultivos sucessivos do solo em culturas-armadilha, as comunidades de
FMA sofrem alteracées ao longo do tempo (SYKOROVA et al., 2007), podendo
tanto aumentar (STUTZ; MORTON, 1996) quanto diminuir a riqgueza de espécies
(TREJO-AGUILAR et al., 2013). Trejo-Aguilar et al. (2013) observaram que
apenas Claroideoglomus etunicatum foi registrada apds o 13° ciclo de cultivo,
causando uma reducdo drastica na riqueza de espécies ao longo do tempo em
culturas-armadilha cultivadas com Bracchiaria comata. Portanto, ressaltamos a
importancia de ampliar a quantidade de testes desta técnica de producédo de

inoculante em experimentos de recuperacédo de areas degradadas.

2.4. Inoculacdo micorrizica no contexto da recuperacdo de Aareas

degradadas

Por todo o globo terrestre, projetos de restauracao usam diversas técnicas
de inoculagdo micorrizica e mostram resultados positivos no estabelecimento
das plantas em campo (PINEIRO et al., 2013; MALTZ; TRESEDER, 2015; RUA
et al., 2016 NEUENKAMP et al., 2018; KOZIOL et al., 2018; KOZIOL; CREWS;
BEVER, 2020). A inoculagcdo micorrizica pode ser feita de maneiras variadas
(Figura 5), seja transferindo solo de ecossistemas de referéncia para area
degradada (WUBS et al., 2016), seja platando mudas pré-inoculadas em viveiro
(SOUZA et al., 2012). Também ¢é possivel inocular plantas estabelecidas em
campo (TORREZ et al., 2016) ou inocular areas mais extensas incorporando o
inoculante ao solo (PALUCH; THOMSEN; VOLK, 2013). Certamente, a técnica

de inoculacdo do solo completo € a mais amplamente utilizada e consiste em
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transferir solo superficial (0 a 20 cm de profundidade) de ecossistemas de
referéncia (KOZIOL et al., 2018). Este método transfere o banco de sementes
junto a propagulos de FMA, bactérias e outros microrganismos do solo e tem a
capacidade de aumentar a riqueza de espécies de FMA na area degradada que
recebe o solo superficial (SCHMIDT et al., 2020). Similar a este método, a
transposicdo de serrapilheira (somente a camada de folhas sobre o solo)
também tem a capacidade de aumentar a riqueza de espécies de FMA em areas
degradadas. Ao usar a técnica de transposi¢cdo, uma espécie de FMA associada
a serrapilheira (Redeckera fulvum) foi registrada nas areas em processo de
restauracdo, constatando-se ainda alta similaridade entre as comunidades de
FMA na area que recebeu serrapilheira e a area de vegetacdo nativa no
semiarido brasileiro (MEDEIROS; GOTO; GANADE, 2021). Um método mais
preciso para garantir a associagdo e aumentar a sobrevivéncia das mudas em
campo € a inoculacdo durante o processo de producdo de mudas (MALTZ;
TRESEDER, 2015). O uso desta técnica tem a capacidade de promover
crescimento e sobrevivéncia de mudas plantadas em regides semiaridas, como
no nordeste brasileiro (PEREIRA et al., 2021). Em outras areas de clima
semiarido, a técnica de plantar mudas pré-inoculadas pode apresentar maior
sobrevivéncia se comparada a técnicas, como, adi¢cdo de hidrogel ou de matéria
organica ou ao uso de protetores de plantas contra herviboria (PINEIRO et al.,
2013).

Entretanto, a performance da planta pode variar em funcdo do tipo do
inoculante e da concentracdo aplicada por area. Muitos trabalhos reportam o uso
de inoculantes contendo uma espécie de FMA, produzidos em condicBes
ambientais e com caracteristicas de solo distintas das areas onde foram
aplicados (HOEKSEMA et al. 2010). Esta estratégia de producéo € adotada na
preparacdo de inoculantes comerciais, que frequentemente sdo classificados
com baixa eficiéncia em promover crescimento vegetal em campo (PALUCH;
THOMSEN; VOLK, 2013; MALTZ; TRESEDER, 2015; EMAM, 2016;
NEUENKAMP et al., 2018). Enquanto isso, algumas misturas de isolados de
FMA podem apresentar eficiéncia elevada, entretanto isso depende da
combinagdo entre isolado de FMA e planta (MALTZ; TRESEDER, 2015;
CROSSAY et al., 2019). O sucesso ou fracasso da inoculagdo em termos de
abundancia e diversidade da comunidade vegetal, também pode ser explicada
pela densidade de inoculagéo por hectare (KOZIOL; CREWS; BEVER, 2020).
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Estes autores testaram inoculagdes feitas com 8 Kg a 8192 Kg por hectare e
encontraram que quanto maior a densidade do inoculante na area, melhor séo
os resultados alcancados para a comunidade vegetal em termos de riqueza e
abundancia (KOZzIOL; CREWS; BEVER, 2020). Por outro lado, testes com
inoculantes compostos por mais de uma espécie ou a transposi¢cdo de solo
superficial resultam em maior eficiéncia para a comunidade de plantas ao longo
do tempo (NEUENKAMP et al., 2018). Inoculantes nativos preparados com solo
cultivado em casa de vegetacédo via cultura-armadilha, quando inoculados em
campo, podem promover o estabelecimento das espécies semeadas e

conseguentemente aumentar a riqueza de espécies vegetais observadas na
area sob recuperacao (LUBIN et al., 2019; VAHTER et al., 2020).
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Figura 5. Métodos de inoculagdo micorrizica em projetos de restauracdo ecologica. Em a
transposicéo de solo superficial (topsoil) em area de Caatinga degradada do campus ciéncias
agrarias da Univasf, Petrolina, PE; b) transposicdo de serrapilheira em area de Caatinga
degradada da Floresta Nacional de Assu, RN; c) inoculagéo durante a producdo de mudas em
viveiro com espécies herbaceas, realizada ao decorrer da preparagdo desta dissertacdo, os
dados néo foram incluidos na dissertacdo; d) inoculacdo em campo com inoculante produzido
via cultura-armadilha em area degradada por mineragéo, na Esténia. Fontes: a- CASTRO, tese
em preparacdo; b- MEDEIROS; GOTO; GANADE, 2021; c- autoria préopria, dados ndo
publicados; d- VAHTER et al., 2020.

Estudos indicam que o sucesso da inoculacao esta relacionado a adaptacao
local entre FMA-Planta-Solo (RUA et al., 2016; BAUER; KOZIOL; BEVER, 2020).
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Os FMA possuem uma elevada capacidade de adaptacéo a fatores ambientais,
uma vez que um Unico glomerosporo pode conter centenas de nudcleos
(KOKKORIS et al., 2020). Uma vez que interacdes FMA-solo-planta localmente
adaptadas favorecem o acréscimo de biomassa vegetal (RUA et al., 2016), é
sugestivo que a incompatibilidade entre fatores ambientais presentes no
processo de producdo do inoculante e encontradas em campo podem causar o
insucesso da inoculacdo. Isso foi evidente para comunidades vegetais que
apresentaram maior produtividade e tiveram a composicdo de espécies
alteradas quando inoculadas com comunidades de FMA adaptadas ao solo local
de Oklahoma, Kansas e lllions, nos Estados Unidos (BAUER; KOZIOL; BEVER,
2020). Isto demonstra que a inoculacdo preservando ao maximo as
caracteristicas ecologicas do solo e espécies de planta pode oferecer propagulos
capazes de promover maior crescimento a plantas inoculadas no processo de
recuperacao.

A diminuicédo da eficiéncia dos inoculantes também pode variar em funcéo
da abundancia da comunidade de FMA e da existéncia da rede micelial no solo
degradado que se deseja recuperar (WUBS et al., 2016). Em um estudo de meta-
analise com experimentos de restauracdo ecoldgica de campo, Neuenkamp et
al. (2018) demonstraram que a resposta das plantas a inoculacdo é mais
evidente em estudos que utilizam solo controle esterilizado quando comparado
aos experimentos com solo controle sem esterilizacdo. Neste sentido, antes de
inocular visando a recuperacdo de areas degradadas, é preciso conhecer a
necessidade de inoculacdo (ASMELASH et al., 2016). Este fato foi explicado
experimentalmente em casa de vegetacdo com comunidades vegetais
previamente estabelecidas simulando um ecossistema natural, no qual se
observou que os tratamentos onde a rede micelial com FMA estava formada o
estabelecimento de plantulas semeadas era facilitado (VAN DER HEIJDEN,
2004). E interessante notar que, em condi¢bes de campo a rede micelial de uma
planta micorrizada pode exercer influéncia em uma distancia de até dois metros
para plantas em fase inicial de desenvolvimento (MIDDLETON et al., 2015;
TORREZ et al.,, 2016). Esta influéncia tende a ser positiva sobre o
estabelecimento de plantulas, pois a interagdo com FMA aumenta o potencial de
uma especie vegetal facilitar o estabelecimento de plantulas préximas a sua area
de influéncia (MONTESINOS-NAVARRO; VALIENTE-BANUET; VERDU, 2019).

Portanto, aplicar metodologias em projetos de restauracdo ecoldgica que
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favoregcam o estabelecimento da interagcdo entre planta e FMA, considerando
caracteristicas do solo, sdo relevantes para otimizar o desenvolvimento vegetal

de areas severamente degradadas.

2.5. Fungos micorrizicos arbusculares e Feedback planta-solo

O processo conhecido como Feedback planta-solo (FPS) investiga como
a performance vegetal € modulada por modificagcbes bibticas e abidticas
causadas por uma planta em um determinado solo (BEVER, 1994; BEVER,
WESTOVER; ANTONOVICS, 1997; VAN DER PUTTEN et al., 2013, BENNETT;
KLIRONOMOS, 2019). Ao longo do desenvolvimento vegetal, essas alteracdes
se acumulam e permanecem no solo, por sua vez influenciam o desenvolvimento
de outras plantas da mesma (coespeficifo) ou de outras espécies
(heteroespecifico) (BRINKMAN et al., 2010). Experimentos de FPS incluem tanto
a fase de condicionamento do solo, na qual plantas modificam o solo durante um
periodo de crescimento, quanto a fase de feedback, que avalia como essas
modifica¢des interferem na performance de outro vegetal (Figura 6) (BEVER et
al., 2010). O indice FPS pode resultar em valores positivos ou negativos se o
desempenho vegetal é aumentado ou reduzido, respectivamente. O calculo do
FPS é dado pela comparacéo entre o crescimento de plantas inoculadas com
solo previamente modificado e plantas ndo inoculadas, sendo a razéo logaritmica
entre a biomassa destas plantas como a mais indicada por gerar efeitos
negativos e positivos proporcionais (BRINKMAN et al., 2010).

Feedback planta-solo tem sido uma ferramenta teorica util para explicar a
interacdo entre plantas em diferentes ecossistemas. No inicio dos anos 2000,
Klironomos (2002) explicou a invasibilidade e a raridade de comunidades de
plantas depois de constatar que plantas exoticas causam modificacdes no solo
que beneficiam elas mesmas (FPS positivos), enquanto que FPS negativos
foram registrados em plantas raras. Esta abordagem também pode explicar a
abundancia de espécies arbodreas na floresta tropical do Panama. Mangan et al.
(2010) registraram experimentalmente que espécies com Feedback mais
negativo também sdo menos abundantes na floresta madura e confirmaram este
padrdao por meio de modelagem matematica. Dentre outras aplicacbes da
abordagem FPS, também € possivel explicar dinamicas de sucessao ecolédgica
(KARDOL; BEZEMER; VAN DER PUTTEN, 2006; KOZIOL; BEVER, 2019;
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BAUER; MACK; BEVER, 2015). Plantas de sucesséo inicial tendem a apresentar
FPS negativos, de sucessao intermediaria, FPS neutros e plantas de sucessao
tardia FPS positivos (KARDOL; BEZEMER; VAN DER PUTTEN, 2006). Em um
trabalho recente, WUBS et al. (2019) mostraram que plantas de inicio de
sucessao podem apresentar FPS positivo caso o solo inoculado nelas seja

originado de areas agricolas abandonadas onde estas espécies dominam.
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Figura 6. llustracéo do funcionamento do Feedback Planta Solo (FPS), mostrando a) separacéo
dos efeitos moduladores bioticos e abibticos (caixas ovais laranjas), os moduladores da
performance vegetal (5 a 7) incluem a temperatura (1), umidade (2), herbivoros acima do solo
(3) e o controle top-down (4) influenciando componentes do FPS (circulos tracejados); que por
sua vez estdo presentes no solo e determinam se o FPS é positivo ou negativo (setas verdes).
Os fatores bidticos e abiéticos podem interagir entre si. Em b) é mostrado a estrutura dos estudos
de FPS, separados em duas fases presentes na preparacdo dos experimentos. Fontes: a-
adaptado de PUGNAIRE et al., 2019; b- adaptado de BEVER et al., 2010;

A intensidade e a direcdo da resposta das plantas sdo fortemente
influenciadas pela interagdo com microrganismos do solo, que por sua vez é
influenciado por fatores bidticos e abiéticos (Figura 6a) (PUGNAIRE et al., 2019).
No solo, as plantas podem causar modificacdes em propriedades quimicas e
fisicas por meio do aporte de matéria organica que causam o aumento do pH,
retencdo de dgua na camada superficial do solo e podem alterar o balanco de
nutrientes usados durante seu ciclo de crescimento (VAN DAM, 2009;
BARDGETT; WARDLE 2010). As plantas também alterar a estrutura das
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comunidades de microrganismos, seja diminuindo a abundancia de patégenos,
aumentando a de mutualistas ou mesmo alterando a abundancia de
saprotroficos (SEMCHENKO et al., 2018). E importante notar que o balanco da
interagcdo vegetal com patdgenos e mutualistas do solo, interferem
negativamente quando o balanco favorece a abundancia de patdégenos e
positivamente quando a abundancia de mutualistas € favorecida (BEVER;
WESTOVER; ANTOVICS, 1997). Plantas também podem apresentar FPS
negativo ao interagir somente com mutualistas do solo, caso beneficiem
espécies de FMA que promovam mais ganhos para outra espécie do que ela
mesma (BEVER, 2002). Neste estudo, Bever (2002) também mostrou que este
efeito € dependente da espécie de planta, uma vez que FPS positivo foi
observado quando uma planta alterou comunidades de FMA e teve sua
biomassa aumentada. Estudos de FPS mais recentes tém mostrado que a
relacdo FMA-planta também é influenciada pela capacidade que a planta possui
em investir em atributos funcionais relacionados a aquisicdo de recursos
(CORTOIS et al., 2016; SEMCHENCKO et al., 2018; SWEENY et al 2021).
Dentre esses atributos, plantas com maior comprimento especifico da raiz
(CORTOIS et al.,, 2016; SEMCHENCKO et al., 2018) e menor diametro das
raizes (MCCORMACK; IVERSEN, 2019) tendem a apresentar menor percentual
de colonizacéo radicular. Por outro lado, os aumentos da colonizagéao radicular
e da rigueza de espécies de FMA tém sido relacionados ao aumento de indices
de FPS (CORTOIS et al., 2016; SEMCHENCKO et al., 2018). No entanto, o
estudo do processo de feedback planta-solo incluindo questdes relevantes ao a
restauracdo ecolégica como a origem do indculo e a estrutura das comunidades

de FMA presentes no inoculante ainda sdo pouco exploradas.
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Resumo

1.

2.

A inoculacdo de plantas com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) é uma
ferramenta util para década da restauracdo de ecossistemas. Estudos de
feedback planta solo (FPS) mostram que as comunidades microbianas do solo
(incluindo os FMA) sofrem alteracGes devido ao desenvolvimento vegetal; por
sua vez, essas comunidades modificadas, influenciam o crescimento de outro
individuo vegetal. Neste processo, os atributos funcionais das plantas e a
origem do solo sao relevantes para o acumulo de biomassa vegetal mediado

pelos FMA.

. Na fase de condicionamento preparamos um experimento fatorial para

investigar se solos originados de uma area em recuperacédo (Jazida) e da
vegetacdo remanescente (Caatinga) teriam suas comunidades de FMA
modificadas devido ao crescimento de Sorghum bicolor (utilizada para
producdo de inoculante) ou de Senna uniflora (utilizada em projetos de
restauracdo no semiarido brasileiro). No experimento de feedback,

comparamos o desenvolvimento de plantas herbaceas crescendo sobre um



36
solo degradado inoculadas ou nado por isolados al6ctones de FMA em relacéo
aos solos-indculos resultantes da fase de condicionamento.

4. O solo-in6culo originado da Caatinga apresentava sete vezes mais espécies
de FMA comparado a Jazida, que apresentou espécies tolerantes a condi¢des
de degradacéo. O solo-in6culo condicionado por S. uniflora, independente da
origem, apresentou maior equitabilidade comparado ao solo-indculo
produzido com S. bicolor e promoveu 33% mais biomassa vegetal comparado
ao controle sem inoculacéo. A colonizacao radicular por FMA aumentou o FPS
e diminuiu o investimento das plantas em atributos funcionais como, o
comprimento especifico da raiz (SRL) e a area especifica da folha (SLA).

5. Nossos resultados demonstram a importancia de adotar estratégias que
preservem a adaptacao local nos inoculantes produzidos. Pois, 0 uso de
planta e FMA nativos no condicionamento gerou respostas positivas de maior
magnitude do que a inoculacdo com isolados al6ctones de FMA.
Provavelmente devido a interacdo das plantas inoculadas com FMA
responsivos presentes no solo.

6. Synthesis and applications: a inoculagdo com comunidades de FMA nativas e
equitativas podem explicar o acimulo de biomassa vegetal e otimizar os
resultados da restauracdo. Utilizar interacdo local de planta-solo-FMA
possibilita melhorar condicbes edaficas que favorecem o crescimento de
outras plantas, podendo ser uma estratégia para restauradores provocarem

avango sucessional, mesmo em ecossistemas severamente degradados.

Palavras-chave
Facilitacdo indireta, Desertificacdo, Caatinga, Recuperacdo de Areas

Degradadas, Projeto de Integracdo do Sao Francisco
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3.2. INTRODUCAO

O desenvolvimento vegetal provoca modificagdes no solo, tanto na parte
bidtica (patdgenos e mutualistas) como abiotica (disponibilidade de nutrientes,
descompactacdo do solo) (Van der Putten et al. 2013). Estas modificacbes
permanecem no solo e influenciam positiva ou negativamente o estabelecimento
e crescimento de plantulas, com implicacdes para populacdes e comunidades
vegetais. Tal processo é conhecido como feedback planta-solo (FPS) (Bever et
al. 1997; Bever et al. 2010; Bennett & Klironomos 2019).

Estudos prévios tém mostrado que o aumento da interacdo com
microrganismos do solo, especialmente os Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMA), leva a maior producao de biomassa em plantas (FPS positivos) (Cortois
et al. 2016; Semchencko et al. 2018). Por um lado, a identidade da planta afeta
fortemente os FMA em experimentos de FPS (Semchenko et al. 2018). Por outro
lado, a composicédo da comunidade de FMA ¢€ influenciada pelo investimento das
plantas em atributos funcionais radiculares (Eissenstat et al. 2015; Francioli et
al. 2020; Sweeney et al. 2021) e, por relacdes fracas ou inexistentes com
atributos funcionais foliares (Semchencko et al. 2018; Sweeney et al. 2021).
Plantas também podem apresentar maiores percentuais de colonizacao radicular
em raizes com menor comprimento especifico da raiz (Specific Root Lenght —
SRL) (Cortois et al. 2016; Semchencko et al. 2018; Zhang et al. 2019). Isto pode
ocorrer por razdes morfolégicas, pois plantas com menor SRL tendem a
apresentar maior diametro radicular e mais area de cértex radicular disponivel
para interacdo com os FMA (Reinhardt & Miller, 1990; McCormack & Iversen

2019). Isto sugere que intervencgdes adotadas para intensificar a interagédo FMA-
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planta, devem ser consideradas estrategicamente visando otimizar resultados de
FPS.

O aprofundamento na compreensao dos mecanismos do FPS mediados
por fungos micorrizicos nativos tem gerado resultados promissores para a
restauragdo ecoldgica (Koziol et al. 2021). Um objetivo comum em projetos de
restauracdo ecologica € aumentar o status sucessional de uma dada
comunidade aumentando a biomassa e a sobrevivéncia de plantas de sucessao
tardia. Neste sentido, diferentes estudos tém mostrado que plantas de sucessao
tardia apresentam feedbacks positivos, enquanto plantas ruderais, feedbacks
negativos (Kardol et al. 2006; Koziol & Bever 2019). No entanto, plantas ruderais
sdo importantes para iniciar o processo de restauracdo ecolbégica de areas
severamente degradadas, pois em uma condi¢cdo pos-distarbio as plantas de
sucessdo avancada tendem a ser observadas com menor frequéncia (Swanson
et al. 2011). Wubs et al. (2019) também demonstraram FPS negativo em plantas
ruderais quando receberam solo da vegetacdo remanescente, entretanto, FPS
positivo foi alcancado ao inocular solo que suportou atividade agricola durante
um longo tempo. Isto evidencia que a origem do solo-inéculo pode direcionar o
resultado do feedback também em plantas ruderais.

A inoculacdo de plantas € uma das estratégias propostas para a década
de restauracdo de ecossistemas (Aronson et al. 2020). Projetos em
ecossistemas semiaridos que adotaram esta estratégia registraram maior
sobrevivéncia das plantas comparado com a aplicacdo de hidrogel, de matéria
organica e de protetores contra herbivoria (Pifieiro et al. 2013). O sucesso da
restauracdo pode ser potencializado ao inocular as plantas com solo originado
de ecossistemas de referéncia (Neuenkamp et al. 2019), de forma que a origem

do solo-in6culo pode determinar a trajetdria da composicdo de espécies de
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plantas e de microrganismos em areas sob processo de restauracdo (Wubs et
al. 2016). Entretanto, por uma questado pratica, inoculantes comerciais podem
ser preferidos, resultando em insatisfatério desempenho vegetal em campo
(Maltz & Tresseder 2015). Inoculantes comerciais sao produzidos em grande
escala com plantas como Zea mays, Sorghum bicolor e Paspalum notatum,
recomendadas por promoverem elevada esporulacao (ljdo et al. 2011; Kumar &
Saxena 2018). No entanto, os glomerosporos (esporos de FMA, Goto & Maia
2006) possuem centenas de nucleos que podem apresentar genes adaptados a
determinada espécie de planta hospedeira e determinadas condi¢cdes ambientais
(Kokkoris et al. 2020). A influéncia vegetal e ambiental ocorre mesmo durante a
producédo de inoculante em ambientes protegidos, refletindo em modificacdes a
nivel de comunidade de FMA (Sykorova et al. 2007; Trejo-Aguilar et al. 2013).
Dessa maneira, a reducao da sobrevivéncia das plantas pode ser explicada por
uma possivel incompatibilidade entre as caracteristicas incorporadas no
inoculante e aquelas presentes na planta e no ecossistema alvos da inoculagao.
Fato reforcado ao se considerar que a interacdo FMA-planta responde a
adaptacado local (Revillini et al. 2016; Rua et al. 2016; Bauer et al. 2020). A
producdo de inoculante via cultura-armadilha pode ser uma alternativa para
preservar essa compatibilidade, fazendo escolhas simples como usar solo de
ecossistemas de referéncia, misturado ou ndo com areia lavada e cultivd-lo com
espécies nativas (Koziol et al. 2018). Esta técnica representa uma estratégia
importante para investigar a resposta de plantas usadas em projetos de
restauracao.

Aqui, nos investigamos como o feedback entre planta e solo é influenciado
por modificagbes nas comunidades de FMA devido a escolha da origem do solo

e da planta hospedeira. Baseando-se em estudos de aplicacdo de FMA para
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restauragdo ecologica, nés testamos se a produc¢do de inoculante mais préximo
as condi¢cdes ambientais de um ecossistema degradado pode resultar em FPS
positivos para plantas crescendo sobre um solo degradado semelhante. Para
iIsso, solos provenientes de ecossistemas de referéncia (remanescente de
vegetacdo e area em restauracdo) foram cultivados com Sorghum bicolor
(amplamente utilizada para producdo de inoculante) ou com Senna uniflora
(planta nativa do ecossistema em restauragao). Posteriormente, avaliamos como
as mudancas causadas por essas plantas nas comunidades de FMA influenciam
o feedback entre planta e solo para quatro espécies herbaceas utilizadas na
recuperacdo de areas de degradadas (S. uniflora, Mesospharum suaveolens,
Rhaphiodon echinus e Sida galherensis). Mais especificamente, nds testamos
as seguintes hipoteses:

1) O uso de S. uniflora para producao de inoculante micorrizico é mais eficiente
em promover ganho de biomassa para si mesma, resultando em FPS positivos.
2) Inoculantes nativos multiplicados em condigcbes ambientais semelhantes
aquelas encontradas em campo, promovem maior ganho de biomassa vegetal
comparado ao inoculante composto pela mistura de isolados de diferentes
espécies de FMA.

3) Inoculantes originados de areas em recuperacao promovem maior acumulo
de biomassa vegetal do que originado da area de vegetacdo remanescente, por
ser composto por FMA tolerantes a condicao de solo onde se pretende aplica-
los.

4) Plantas com menor percentual de colonizacdo micorrizica investem mais em
atributos funcionais relacionados a rapida aquisicao de recursos, compensando

a auséncia ou baixa intensidade da interacdo mutualista.
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3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Sistema de estudo

O estudo investiga a interacdo entre quatro espécies de plantas
herbaceas usadas na recuperacao de areas degradadas e comunidades de FMA
originadas de solos sob a influéncia do Projeto de Integragcdo do Rio S&o
Francisco com Bacias Hidrograficas do Nordeste Setentrional (PISF). O PISF é
atualmente a maior obra de infraestrutura hidrica do Brasil e tem como objetivo
promover seguranca hidrica para cerca de 12 milh6es de pessoas em 390
municipios, por meio da construcao de dois canais de transporte de agua, o eixo
norte (8° 47' 11.88" S, 38° 22' 21.25" O) com 260 Km de extenséo e o eixo leste
(8° 32" 3454" S, 39° 27" 20.52" O) com 217 Km (www.gov.br/mdr/pt-
br/assuntos/seguranca-hidrica/projeto-sao-francisco). O processo de instalacao
da obrainiciou em 2007 em faixas de 200 m de largura, com a supresséao vegetal,
seguida de extragdo mineral, escavacoes, perfuracdes e construcdo de
estruturas necessarias para o transporte da agua.

A obra foi instalada no semiarido brasileiro no maior ecossistema de
floresta tropical sazonalmente seca da América do Sul, chamada de Caatinga,
com baixa disponibilidade hidrica e elevada radiacéo solar (Silva et al., 2017). A
composicdo da vegetacdo varia principalmente em funcdo do indice de aridez
(Silva & Souza, 2018) e as espécies possuem adaptacdes como armazenamento
de &gua e energia nas raizes ou caule, bem como a perda de folhas na estacéo
seca (Moro et al., 2015). Os eventos de precipitacdo estdo concentrados entre
0s meses de dezembro e abril. O clima é classificado como semiarido quente,
segundo Koppen, com temperaturas médias anuais que variam entre 23,4 e 24,8
°C, com méxima entre 31,4 e 30,4 °C e minimas entre 18,9 e 19,8 °C, indices de

pluviosidade média anual entre 541 e 627 mm. O nucleo de desertificacdo de
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Cabrob6 também esta presente na area amostral e o indice de aridez varia entre

0,31 e 0,50 (Hijmans et al., 2005).

3.3.2. Fase de condicionamento do solo — a origem do solo e a identidade

da planta hospedeira modificam as comunidades de FMA?

Estabelecemos um experimento para testar se a esporulacdo de FMA é
influenciada pela origem do solo-in6culo ser de éareas degradadas em
recuperacao (Jazida) ou de areas de vegetacao remanescente (Caatinga) bem
como pelas espécies de plantas hospedeiras (Sorghum bicolor e Senna uniflora),
totalizando quatro tratamentos, com trés repeticdes, resultando em 12 unidades
experimentais (Figura 1). A primeira origem de solo, Jazida (n= 15), compreende
solo rizosférico de Senna uniflora, uma das espécies herbaceas utilizadas para
recuperar areas adjacentes ao canal de transporte de 4gua, degradadas apés
atividades de exploracdo mineral. A segunda origem de solo, Caatinga (n= 20),
corresponde a areas de vegetacdo remanescente, vizinhas as areas diretamente
degradadas pelas atividades do PISF. Antes da montagem do experimento, as
amostras de solo foram secas a temperatura de sala climatizada (~22 °C) e
caracterizadas quanto aos parametros fisicos, quimicos (ver Appendix S1 e
Tabela S1, Supporting information) e quanto a comunidade de FMA (ver
Appendix S2 e Tabela S2, Supporting information). Outra porcdo das amostras
de solo foi homogeneizada de acordo com a origem, peneirada (malha de 2 cm),
diluida em areia previamente esterilizada (1:1 volume/volume) e distribuidas em
vasos de 900 mL nos respectivos tratamentos. A areia foi lavada com agua e
mantida na solucdo de hipoclorito de soédio (1:0,01 peso/volume) por 24h e
posteriormente lavada com agua e seca em estufa a 105 °C. As sementes das

espécies de plantas hospedeiras foram dispostas na superficie do solo, cobertas
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com uma camada fina de substrato. Apds a emergéncia foi feito um desbaste
para manter quatro individuos por vaso. Diariamente as plantas foram irrigadas
com 100 mL de agua e mantidas por 135 dias em casa de vegetacao, no Campus
Ciéncias Agrarias da UNIVASF (9° 19’ 31.93" S, 40° 33’ 34.24” O) (Figura S1).
Ao final do experimento, o niumero de glomerosporos e a identificacdo das
espécies de FMA foram feitas a partir de amostras de 20 g, conforme

procedimentos descritos no Appendix S2.

Caatinga n= 20 Jazida n= 15
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Figura 1. Esquema experimental ilustrando as duas origens de solo (Caatinga e
Jazida). Na fase de condicionamento do solo, preparamos um experimento em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em arranjo fatorial 2 (origem de
solo) x 2 (planta hospedeira - Sorghum bicolor e S. uniflora) em trés repeticdes
(N=12). Em seguida, na fase de feedback, com experimento em Delineamento
em Blocos Casualizados (DBC) em arranjo fatorial 6 (inoculantes) x 4 (espécies
de planta), com cinco repeticdes (N= 120). Testamos como o condicionamento
do solo influencia a resposta de espécies herbaceas nativas do semiarido
brasileiro, crescendo em um solo de “background” coletado em uma jazida néo

recuperada. Os solos-indculo produzidos na fase de condicionamento foram
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contrastados com um tratamento contendo plantas sem inoculagéo (controle) e
plantas inoculadas com um mix de isolados de espécies de FMA testados

localmente em outras plantas nativas.

3.3.3. Fase de feedback - mudangas causadas no solo aumentam a

performance de plantas herbaceas?

Noés preparamos o segundo experimento para testar se o crescimento de
quatro espécies de plantas herbaceas € influenciado pelas comunidades de FMA
das duas origens de solo (Figura 1), modificadas pelas duas plantas hospedeiras
(fase de condicionamento). As quatro espécies de planta possuem, ampla
distribuicdo no semiéarido brasileiro e tém sido utilizadas para o programa de
recuperacédo de areas degradadas do PISF (Socolowski et al. in press). 1) Senna
uniflora (Mill.) Irwin & Barneby (Fabaceae), tem ciclo de vida anual, pode
alcancar dois metros de altura, apresenta baixo potencial alelopatico e tem sido
observada em condicbes de elevado grau de degradacdo. 2) Rhaphiodon
echinus (Nees & Mart.) Schauer (Lamiaceae), € uma planta perene, apresenta
efeito alelopatico intermediario, possui o crescimento prostrado, formando
ramificacGes capazes de cobrir 0 solo. 3) Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze
(Lamiaceae), é uma planta anual, apresenta efeito alelopatico alto,
principalmente pelas folhas (Bezerra 2020), possui crescimento ereto, de habito
subarbustivo e pode alcancar 2 m de altura. 4) Sida galherensis Ulbr.
(Malvaceae), € uma planta perene com crescimento ereto, de habito
subarbustivo, apresentando perda de folhas durante a estacdo seca com
capacidade de rebrota na estagdo chuvosa, pode alcancar 1,2 m de altura

(Figura S2).
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Antes da utilizacdo das sementes, foram executados testes de
germinacao que registraram taxas de germinacéo acima de 70% (Appendix S3;
Tabela S3). As plantulas foram desbastadas para manter uma planta por vaso,
irrigadas com 80 mL de &gua diariamente, durante 90 dias em casa de
vegetacdo. Foram testados seis tratamentos, quatro originados da fase de
condicionamento do solo contrastados com outros dois tratamentos, o solo
inoculado com a mistura de trés isolados de FMA, disponibilizados pela Colecéo
de Cultura da UNIVASF, e solo sem inoculacéo (nao esterilizado), randomizados
em um desenho de cinco blocos experimentais, totalizando 120 vasos de cultivo.
Para representar uma situacdo mais proxima do desempenho vegetal
esperado em campo, nés preenchemos os vasos de 3,0 L com solo coletado em
uma das areas degradadas por atividades de exploracdo mineral (jazida) na obra
do PISF, no municipio de Ibimirim, Pernambuco (8° 28' 16.56" S, 37° 54' 26.95"
0). Este solo pode ser classificado como como franco argiloso arenoso, formado
por 63% areia, 10% silte, 27% argila, com condutividade elétrica 0,67 dS.m;
pHw25 4,39 e PST 9,39% e apresentava baixa abundancia de glomerosporos
(0,46 glomerosporos.g* de solo). Outros parametros quimicos analisados foram
as concentracoes de Na, K, Al, Ca, Mg e P, respectivamente com 0,96 cmolc.dm"
3, 0,21 cmolc.dm3, 0,30 cmolc.dm™3, 5,73 cmolc.dm3, 1,48 cmolc.dm? e 0,10
mg.dm-3, seguindo protocolos descritos no Appendix S1. Antes da montagem do
experimento, o solo foi homogeneizado e fragmentos acima de 4 cm foram
removidos.
No centro de cada vaso (18 cm de diametro x 14 cm de altura), uma
porcao do solo foi removida para preencher com uma camada de inoculante (solo
inoculo), logo acima foram dispostas 20 sementes e uma camada fina de solo.

O volume de cada inoculante para cada vaso foi padronizado para receber 300
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glomerosporos de solo-inéculo. O inoculante mix, foi composto por 100
glomerosporos de cada um dos seguintes isolados, Acaulospora longula (URM
FMA 07), Claroideoglomus etunicatum (Univasf 05) e Rhizoglomus intraradices
(CICG-FRA130A). Estes isolados foram multiplicados em cultivo com S. bicolor

utilizando substrato composto por areia e solo autoclavado (1:1 v:v).

3.3.3.1. Atributos funcionais e parametros vegetais avaliados

Nos investigamos se a colonizag¢do micorrizica explica a variacao nos dados
de atributos funcionais relacionados a aquisi¢do de recursos e de alocacéo de
biomassa vegetal (ver Appendix S4 para metodologia estendida). N6s medimos
o percentual de colonizacédo radicular (Hayman 1970 — modificado, Giovannetti
& Mosse 1980), a taxa de crescimento relativa (RGR) (Pérez-Harguindeguy et
al. 2016), area foliar especifica (SLA) (Cornelissen et al. 2003, Pérez-
Harguindeguy et al. 2016), o comprimento especifico da raiz (SRL) (Cornelissen
et al. 2003) e a proporcdo de biomassa alocada na raiz e parte aérea
(Root:Shoot) (Markesteijn & Poorter 2009) (ver Tabela S4 para calculos).
Adicionalmente, medimos outros parametros relacionados ao crescimento
vegetal, tais como a biomassa seca total, diametro a altura do solo (DAS),

numero de folhas e teor de clorofila.

3.3.3.2. indices de Feedback planta solo

Foram calculados dois indices de feedback planta solo (FPS), usando a
biomassa seca total das plantas por bloco experimental (n = 5). Calculamos

conforme proposto por Brinkman et al. (2010):

biomassa total seca da planta X
FPS = Ln ( - >
biomassa total seca da planta Y
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Onde: o indice do FPS no solo nédo esterilizado sem inoculacao
corresponde a X= o valor da planta inoculada foi dividido pelo Y= valor da planta
sem inoculacéo e, para o indice de FPS no solo néo esterilizado com inoculacgéo,
X= valor da planta inoculada, dividido pelo Y= valor da planta com o inoculante
mix. Nos casos onde a planta sem inoculacdo ou plantas com inoculante mix

estavam mortas, n0s sorteamos plantas de outros blocos para o calculo.

3.3.4. Andlises estatisticas

O numero de glomerosporos das diferentes origens do solo contabilizado nas
diferentes plantas hospedeiras (fase de condicionamento do solo) foi testado por
meio de um modelo linear generalizado (GLM) com estrutura de erro de Poisson,
usando a funcéao glm() no software R versdo 3.6.1 (R Core Team, 2019). Para
tanto, o nimero de glomerosporos e a riqueza de espécies foram considerados
separadamente como variaveis resposta em funcdo da interacdo entre as
variaveis explanatorias de origem do solo e planta hospedeira. As comunidades
foram comparadas pelo indice de equitabilidade de Pielou (J’; Pielou 1975).

Para a fase de feedback, ajustamos modelos lineares mistos (LMM) usando
os indices de feedback planta solo, como variaveis resposta em funcédo da
interacdo entre os tratamentos de inoculacdo e espécies herbaceas, ambos
considerados com efeito fixo, enquanto os blocos como efeito randémico. Um
segundo conjunto de LMMs foi ajustado visando avaliar como a interacdo entre
a colonizacao radicular por FMA e as espécies herbaceas afeta as medidas de
FPS, Raiz:Parte aérea, SLA e SRL. Os LMMs foram ajustados com as
respectivas variaveis resposta em funcéo das espécies com efeito fixo, enquanto
os blocos foram incluidos com efeitos randémico. Consideramos esses LMMs

com estrutura de erro normal dos residuos apds analise gréafica dos desvios dos
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modelos (Figura S3). Testamos a significancia dos fatores colonizagéo e espécie
utilizando teste de Anova() disponivel no pacote “car” com os modelos prévios
(Fox & Sanford 2019). Todos os modelos foram testados usando o pacote “Ime4”

(Bates et al. 2015) e as func¢des Ime() para os LMMs no software R.

3.4. RESULTADOS

3.4.1. Origem do solo e planta hospedeira afetam as comunidades de FMA

Enquanto a escolha da origem do solo afetou a riqueza de espécies, a
escolha da planta hospedeira afetou a equitabilidade das comunidades de FMA
(Tabela 1). O solo condicionado por S. uniflora apresentou uma comunidade de
FMA mais equitativa. Porém, sob a rizosfera de S. bicolor, trés espécies de FMA
foram dominantes, Glomus cubense (99%), Acaulospora sp2 (73%) e
Paraglomus occultum (11%). Estas mesmas espécies foram registradas na
rizosfera de S. uniflora, entretanto, em abundancias relativas menores.
Independente da planta hospedeira, o solo originado da Caatinga apresentou
comunidades de FMA com maior riqueza (30 espécies), 26 espécies a mais do

que registrado na Jazida (4 espécies) (Tabela 1; Tabela S2).

Tabela 1. Equitabilidade, riqueza e média da contagem de glomerosporos
(20g.solo!; n= 3) das comunidades de FMA registradas apés a fase de
condicionamento. Os solos foram originados de dois ecossistemas de referéncia
(Caatinga e Jazida), condicionados sob a rizosfera de duas espécies vegetais

(Senna uniflora e Sorghum bicolor), apds 135 dias em casa de vegetacao.

Caatinga Jazida
S. uniflora S. bicolor S. uniflora S. bicolor
Equitabilidade 0.94 0.38 0.89 0.09
Rigueza 18 22 4 2

Glomerosporos 129 304 31 180
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Houve interac&o significativa entre origem do solo e planta hospedeira

para o numero de glomerosporos (Gl res.= 8; Des. Res.= 298,73; p <0,0001,
Tabela S5). Enquanto que a riqueza de FMA foi explicada de forma independente
pela origem do solo (Gl res.= 10; Des. Res.= 9,52; p <0,0001) e pela planta
hospedeira utilizada no condicionamento (Gl res.= 9; Des. Res.=4,83; p=0,0303;

Tabela S5).

3.4.2. Mudancas no solo causadas por Senna uniflora promoveram

feedback positivo em outras plantas herbaceas

Em ambos indices de feedback calculados, as respostas das plantas
inoculadas foram significativamente diferentes em relacdo a planta hospedeira
usada na fase de condicionamento, e em relacdo a origem do solo-inéculo
(Tabela S6). Cerca de 31% (origem Jazida) e 37% (origem Caatinga) mais
biomassa seca foi acumulada nas plantas inoculadas com solo condicionado por
S. uniflora em relagdo a S. bicolor. Os maiores FPS foram registrados em solos
condicionados por S. uniflora, com solo originado da Jazida para M. suaveolens
(1,12+0,18 [média+d.p.]) e para S. galherensis (1,12+1,05, Figura 2a). Enquanto
isso, 0 solo originado da Caatinga mostrou a maior resposta positiva para R.
echinus (1,29+40,79, Figura 2b) e a maior negativa para S. galherensis (-
1,24+1,61, Figura 3b) e para a prépria S. uniflora (-0,35+0,64, Figura 3a).

As espécies herbaceas testadas apresentaram diferengas significativas
qguanto a intensidade do feedback planta-solo (X2 = 18,2; g.l. = 3; p = 0,0004; X2
=9,5; g.l. = 3; p = 0,0233). Dentre as espécies, a maior resposta foi registrada
para M. suaveolens (0,62+0,3), espécie que foi beneficiada por todos os
inoculantes testados (Figura 2). O contrario ocorreu em S. uniflora e S.

galherensis que nao se beneficiaram com a inoculacéo, seja comparada com ao
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controle sem inoculagéao (Figura 2a) ou comparada a inoculagdo com o mix de

isolados de FMA (Figura 2b), exceto quando testadas no solo condicionado por

S. uniflora originado da Jazida.
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Figure 2. Feedback planta-solo (FPS) calculada pelo log da razédo entre a

biomassa seca das plantas em cada inoculante e a biomassa seca das plantas
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nao inoculadas (controle por bloco), para cada uma das quatro espécies. Valores
positivos de FPS sem inoculagéo (a) indicam maior acimulo de biomassa da
planta inoculada comparado a plantas sem inoculagéo, enquanto os valores
positivos de FPS com inoculacdo (b) indicam maior acumulo de biomassa
comparado a plantas inoculadas com uma mistura de isolados de FMA (mix).

Barras representam média e erro padréo.

3.4.3 Colonizacdo micorrizica aumenta Feedback planta-solo (FPS) e
biomassa radicular ao passo que diminui investimento em aquisicdo de

recursos

Os valores de feedback planta-solo (FPS) se relacionaram positivamente
com o percentual de colonizac&o radicular por FMA (X2= 8,9; gl= 1; p= 0,003).
Essa relacao diferiu quanto a intensidade em funcéo da espécie analisada (X2=
21,9; gl= 3; p< 0,0001), sendo S. galherensis (0,5+1,3) a mais positivamente
influenciada (coef= 0,94; ep= 0,24; t= 3,925), mostrando desde valores negativos
de PSF em baixos percentuais de colonizacdo a valores positivos quando a
colonizagéao foi elevada. O mesmo foi observado para R. echinus (0,3+0,9) e M.
suveolens (0,6+0,5) (Figura 3a; Tabela S6). A maior parte das observacgdes de
FPS em S. uniflora foi negativa (-0,4+0,4), mesmo assim, a espécie também
seguiu a tendéncia de registrar maiores valores de FPS em funcédo do aumento
do percentual de colonizacao (Figura 3a).

As plantas alocaram mais biomassa para as raizes com o aumento da
colonizacédo radicular (X2= 13,4; gl= 1; p= 0,0002), resultando em relacdes
positivas entre a biomassa seca da raiz e a colonizacéo radicular (Figura 3b;
Tabela S1). As espécies apresentaram padrdes distintos quanto a relacao de

biomassa alocada na raiz e parte aérea (X2= 39,9; gl= 3; p< 0,0001). A maioria
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das plantas de S. uniflora favoreceu a alocacdo de biomassa radicular em
detrimento da parte aérea (1,2+0,4), ao contrario do ocorrido para as outras
espécies, registrando-se as menores meédias em R. echinus (0,7+0,3) e S.
galherensis (0,8+0,4), enquanto M. suveolens (0,9+0,2) apresentou meédia

proporcional em alocacéo de biomassa (proximas de 1).
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Figure 3. Relacdo da colonizacdo radicular por FMA no a) indice de feedback
planta-solo, calculado pelo log da razédo entre a biomassa seca das plantas em
cada inoculante e a biomassa seca das plantas nao inoculadas (controle por
bloco). Valores acima da linha tracejada indicam maior acumulo de biomassa em
plantas inoculadas do que em plantas sem inoculacéo, b) relacao entre o peso
seco da raiz e parte aérea. Valores acima da linha tracejada indicam maior

alocacao de biomassa na raiz do que na parte aérea. c) comprimento especifico
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da raiz (SRL) e d) Area especifica da folha (SLA).O S. uniflora, A M. suaveolens,

® R. echinus e 0 S. galherensis.

Plantas investiram mais em raizes finas e longas (maior SRL) em situacdes
de baixo percentual de colonizacéo (X2=7,9; g.l.= 1; p= 0,005). Diferencas entre
as espécies foram significativas em relacdo ao SRL (X2 = 18,2; g.l. = 3; p=
0,0004), sendo S. uniflora (4391,1+1131,4) a espécie que apresentou raizes
mais espessas e com pouco alongamento. As espécies S. galherensis
(5922,7+1264,7) e M. suveolens (6484,3+2745,9) apresentaram relacdes entre
SRL e colonizacdo radicular semelhantes entre si e mais fortes quando
comparados com R. echinus (6235,8+2061,3) (Figura 3c; Tabela S7). O SRL
respondeu de forma inversa a relacdo entre FPS ou raiz e parte aérea com a
colonizacéo radicular.

A area especifica foliar (SLA) apresentou relacdo negativa com o percentual
de colonizacdo (X2= 3,8; g.l.= 1; p= 0,05), com diferencas entre as espécies
estudadas (X2= 31,1; g.l.= 3; p< 0,0001). Enquanto R. echinus (coef=-1,10; ep=
0,95; t=-1,155) apresentou relagéo negativa entre colonizacdo e SLA, todas as
outras espécies mostraram relacdes positivas fracas ou neutras (Figura 3c;

Tabela S7).

3.5. DISCUSSAO

Nés encontramos que o solo-inéculo condicionado por Senna uniflora
aumentou a biomassa de outras espécies herbaceas, mas ndo dela mesma.
Com isso, rejeitamos nossa primeira hipotese de que seriam registrados FPS
positivos em S. uniflora inoculada com seu préprio solo-inéculo. Este resultado
indica que S. uniflora pode pertencer a um estagio mais inicial na sucessao,

provavelmente com potencial competidor baixo, uma vez que plantas ruderais
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sao frequentemente associadas a FPS negativos (Kardol et al. 2006, Wubs et al.
2019). Mas também indica que S. uniflora pode criar condi¢cdes edéficas
favoraveis para outras espécies herbaceas, por meio da modificacdo na
comunidade de FMA.

De fato, o0 aumento de biomassa e altura tende a ser maior ao inocular
solo condicionado por outras espécies (Kutakova et al. 2018). No entanto, nés
encontramos FPS negativo mais frequentemente nas plantas inoculadas com
solo condicionado por Sorghum bicolor, comparado ao solo-in6culo de S.
uniflora. Apesar de S. bicolor ter promovido a abundancia de FMA no solo de
Jazida em recuperacao, as comunidades apresentaram consistentemente menor
equitabilidade, comparadas a S. uniflora, corroborando resultados de que S.
bicolor aumenta a densidade de glomerosporos (Allen et al. 1995; Bever et al.
1996) e diminui a equitabilidade ao longo do cultivo em casa de vegetacéo
(Sykorova et al. 2007). Estes resultados reforcam a ideia de que plantas podem
se beneficiar mais da comunidade de FMA de outra espécie vegetal coexistente
do que dela mesma (Bever 2002). Neste sentido, a producéao e aplicacéo de solo-
in6culo condicionado por S. uniflora pode funcionar para transportar
comunidades de FMA capazes de beneficiar espécies herbaceas em projetos de
restauracdo ecologica do semiarido brasileiro.

A equitabilidade da comunidade de FMA presente no inoculante é
importante para promover FPS positivo. No nosso estudo, os solos-inoculo de
S. uniflora e o inoculante mix apresentavam equitabilidade alta. Entretanto,
apenas 0s solos-in6culo de S. uniflora aumentaram a biomassa vegetal,
enquanto que o inoculante mix apresentou resultados semelhantes as plantas
sem inoculacédo, confirmando nossa segunda hipotese. No solo, espécies de

FMA com maior abundancia relativa tém maior chance numérica de
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estabelecer associacfes do que espécies com menor abundéancia relativa.
Entretanto, as espécies diferem quanto a velocidade de germinacdo dos
glomerosporos e estratégia de colonizacdo radicular. Por exemplo, Hart &
Reader (2002) observaram que espécies de Glomus (como G. cubense) sao
mais rapidas em colonizar as raizes do que espécies de Acaulospora
apresentando também colonizagdo mais extensiva na raiz. Entdo, os
primeiros colonizadores tendem a dominar e a competir por espago no cortex
radicular contra espécies que colonizam posteriormente, o que configura o
efeito de prioridade (Werner & Kiers 2015). Consequentemente, as funcdes
desempenhadas pelas espécies dominantes na raiz tendem a sobressairem.
Caso estejam relacionadas a promocédo de crescimento vegetal, os valores
de FPS tendem a ser positivos, como observado por Bennett & Bever (2007)
e Crossay et al. (2019). A equitabilidade dos solos-indculos de S. uniflora
pode ter diminuido a for¢ca do efeito de prioridade, e somado a preservacao
da adaptacao local pela metodologia adotada, pode ter permitido que FMA
com fungdo promotora de crescimento colonizassem as raizes das espécies
vegetais testadas, especialmente S. galherensis e R. echinus, que
apresentaram incrementos substanciais na biomassa. Por tanto, no contexto
de restauracdo ecolbégica, a aplicacdo de inoculantes nativos com
comunidades mais equitativas devem ser priorizados em detrimento de
inoculantes compostos por isolados com baixa adaptacdo as condi¢des alvo
da inoculacdo.

A origem do solo interferiu na estrutura das comunidades de FMA e
alterou os niveis de biomassa vegetal dependendo da espécie herbacea testada.
No6s podemos confirmar a previsao da terceira hipétese no tocante a comunidade

de FMA. Possivelmente, a condicdo estressante presente no solo de Jazida
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filtrou espécies tolerantes a condi¢do de degradacdo. Por exemplo, um isolado
de P. occultum manteve a colonizagdo e promoveu crescimento em Citrus
tangerine, mesmo sob elevada salinidade (Wu et al. 2010). Esta espécie ja foi
reportada em condicfes estressantes similares no semiarido brasileiro, como em
areas degradadas por mineracao de calcéario (Teixeira-Rios et al. 2013) e gesso
(Mergulhdo et al. 2010), bem como em areas propensas a desertificagdo no
semiarido mediterraneo (Ferrol et al. 2004). Glomus cubense também foi
registrado no solo de Jazida em recuperacao e ja foi relacionado com o aumento
de concentracao de fésforo no tecido de espécies leguminosas (Klabi et al. 2014)
e com o aumento da produtividade de diferentes culturas agricolas como banana,
mandioca e forragens na regido tropical (Cafizares et al. 2016; Martin et al. 2017;
Joao et al. 2017; Morejon et al. 2017; Rosales et al. 2017). O solo-inoculo
originado da area de vegetacdo remanescente apresentou maior riqueza e
namero de glomerosporos, comparado com solo da &rea em recuperagdo. No
entanto, algumas espécies nem sempre estdo associadas ao aumento da
resposta vegetal, como Acaulospora morrowiae (Zanchi et al. 2021), ou podem
ser Uteis para o controle biolégico como Entrophospora infrequens em soja
atacada por patdgenos bacterianos (Malik et al. 2016). Apesar dessas mudancas
nas comunidades de FMA, a intensidade do FPS variou de acordo com a origem
do inoculante. Diversos estudos tém mostrado a relevancia de inocular solo com
comunidades nativas de FMA ao invés de inoculantes comerciais (Maltz &
Tresseder 2015; Neuenkamp et al. 2019). Os nossos resultados sugerem que 0
inoculante mix de isolados de FMA pode ndo ser uma alternativa para aumentar
a biomassa vegetal, divergindo do encontrado por Koziol et al. (2021). E
interessante notar que FMA nativos sédo capazes de beneficiar uma variedade

de espécies de plantas nativas, principalmente de sucesséao tardia (Koziol &
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Bever 2019). Outros estudos apresentam aumento de biomassa e sobrevivéncia
em plantas inoculadas com solo originado de remanescentes de vegetagéo
(Wubs et al. 2016; Smith et al. 2018). Por outro lado, na maioria das vezes,
nossos resultados mostram melhor desempenho ao inocular com solo-indculo
originado da Jazida em recuperacdo, por exemplo para M. suaveolens, S.
uniflora e S. galherensis (plantas de inicio de sucessdo), corroborando
resultados registrados por Wubs et al (2019). Estudos futuros devem investigar
como plantas de sucessao inicial e tardia respondem a inoculagdo com seus
respectivos solos em condi¢cdes de campo.
Plantas compensaram o baixo percentual de colonizagdo radicular por
FMA investindo em atributos funcionais de aquisi¢cdo de recursos, confirmando
nossa quarta hipétese. Nossos resultados corroboram com o padrdo de que
plantas investem menos em busca ativa de nutrientes no solo (menor SRL)
quando tem maior percentual de colonizacao (Sweeney et al. 2021). N6s também
encontramos esta resposta para SLA, diferente dos resultados encontrados por
Semchencko et al. (2018) e Cortois et al. (2016). Em geral, as plantas testadas
acumularam mais biomassa na parte aérea do que na raiz, ao contrario do
esperado, uma vez que plantas arbreas do mesmo sistema de estudo tendem
a alocar mais biomassa nas raizes (Teixeira et al. 2020). Certamente esta
divergéncia ocorre por se tratar de plantas herbaceas anuais que tendem a
direcionar recursos para reproducdo no periodo chuvoso. Sendo assim,
esperavamos que plantas com maior colonizagdo investissem ainda mais
biomassa na parte aérea. No entanto, a inoculagdo com FMA nativos aumentou
a colonizacao radicular das plantas, que por sua vez acumularam mais biomassa
nas raizes. Este fato pode ser decorrente da baixa disponibilidade de nutrientes

(principalmente P= 0,10 mg.dm=) no solo de background, direcionando a
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interagcdo planta-FMA a busca ativa de nutrientes no solo. Este cenario pode
refletir em beneficios para recuperacdo de um solo degradado, pois o aumento
conjunto da colonizacao por FMA e da producéo de raizes podem impulsionar a
entrada de carbono no solo (Rillig et al. 2001), promovendo o fluxo de nutrientes
e energia entre diferentes niveis tréficos (Antunes & Koyama 2017). Dessa
maneira, as condi¢cdes edéaficas podem ser melhoradas promovendo o
estabelecimento de outras espécies vegetais e contribuindo para o avanco
sucessional e o sucesso de programas de restauragao ecoldgica.

Nosso estudo sugere a importancia de incorporar estratégias para
preservar a adaptacdo local durante a producdo de inoculantes visando
aplicacdo em projetos de restauracdo. Trés aspectos foram considerados e
corroborados, 1) as previsdes de adaptacédo local das comunidades de FMA,
solo e planta (Rua et al. 2016), 2) a escolha do inoculante nativo em detrimento
do comercial ou de isolados de FMA (Maltz & Treseder 2015) e 3) o
estabelecimento de um modelo de manipulagdo de FMA em projetos de
restauracdo ecoldgica (Asmelash et al. 2016). O sucesso da estratégia adotada
foi influenciado pela escolha da técnica de cultivo (cultura armadilha com solo
nativo ao invés de isolados de FMA), e do hospedeiro pertencer a flora nativa (S.
uniflora ao invés de S. bicolor). Estas decisdes podem favorecer a adaptacao do
inoculante aquelas condicbes presentes no solo alvo da recuperagdo e
intensificar o acumulo de biomassa vegetal em plantas de inicio de sucessao,

mesmo em um solo severamente degradado.
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Apéndice S1: Descricdo da amostragem e caracteristicas do solo
O solo foi coletado em dois ecossistemas de referéncia para o projeto de
restauracdo ecologica, em maio de 2018, em uma profundidade de 0 a 20 cm. Em
seguida, as amostras de solo foram secas a temperatura ambiente e transportadas
para o laboratoério de solos da UNIVASF. As caracteristicas quimicas do solo foram
analisadas seguindo a metodologia descrita em Teixeira et al. (2017) (Tabela S1).
Sao elas, pH em &gua (1:2,5 v:v), condutividade elétrica (CE dS/m) em extrato
aquoso (1:1 v:v); concentracdes de célcio (Ca?* cmolc.dm=) e magnésio (Mg?*
cmolc.dm®) trocaveis; fésforo disponivel (P mg.dm3), quantificado por
espectrofotdbmetro UV-Vis; potassio (K* cmolc.dm®) e sdédio (Na* cmolc.dm3)
trocaveis, quantificados via espectrofotometria de chama e aluminio (AI** cmolc.dm
3), quantificado via titulacdo. Os parametros fisicos analisados foram a
granulometria (areia (%): silte (%): argila (%)), porosidade total (PT),
macroporosidade (Ma) e microporosidade (Mi), e a densidade do solo (Ds) (Teixeira
et al. 2017). Para calcular os valores de Ma e Mi foi usado a metodologia

matematica descrita por Stolf et al. (2011).

Tabela S1. Médias das caracteristicas fisico-quimicas dos solos amostrados em 20

pontos de Caatinga e 15 pontos de Jazida.

Areia
Argila
Silte

Origem pH CE Nat K+ ABR* Ca* Mg* P Ds Ma Mi PT
Caatinga 6,8 0,08 0,58 0,50 0,07 11,91 4,03 19,00 1,40 0,20 0,28 38 7
Jazida 69 0,23 166 0,37 0,34 1598 458 14,36 142 0,18 0,30 36 71 10 19

a1
=
w
=
=

Referéncias

Stolf, R., Thurler, A. de M., Bacchi, O. O. S., & Reichardt, K. (2011). Method to
estimate soil macroporosity and microporosity based on sand content and
bulk density. Revista Brasileira de Ciéncia Do Solo, 35(2), 447-459.
https://doi.org/10.1590/s0100-06832011000200014
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meétodos de analise de solo. — 3. ed. rev. e ampl. — Brasilia, DF: Embrapa,
2017

Apéndice S2: Descricdo da contagem e identificagdo das comunidades de
FMA

Parte do solo coletado em campo foi usado para caracterizar a comunidade
de FMA. Para extracao de glomerosporos, foi utilizado 50 g de solo de cada amostra
de solo e submetidas ao peneiramento Umido (Gerdemann & Nicolson, 1963) e
centrifugacdo em 4gua e sacarose 40% (Jenkins, 1964). Os glomerosporos foram
quantificados em placas de Petri com auxilio de estereomicroscépio. Em seguida,
foram separados por morfotipo (cor, tamanho, forma) e fixados em laminas com
alcool polivinilico em lactoglicerol (PVLG) e PVLG adicionado ao reagente de
Melzer (1:1 v/v) para determinar caracteristicas fenotipicas e histoquimicas das
camadas e paredes dos glomerosporos.

A identificacdo morfolégica das espécies ocorreu baseado nos seguintes
critérios. Primeiro, somente o0s glomerosporos que possuiam material
citoplasmatico intacto foram identificados. Glomerosporos sem material
citoplasmatico ou aparentemente parasitados por outros fungos e bactérias foram
desconsiderados. Segundo, as laminas resultantes de cada amostra de solo foram
montadas com um numero variavel de glomerosporos, compostos por dois
morfotipos no maximo, o que melhora o poder de comparacéao entre caracteristicas
morfolégicas (Btaszkowski et al., 2018a; Blaszkowski, 2012). Por ultimo, nés
determinamos nos glomerosporos, 1) o numero de paredes, 2) a organizacao
fenotipica das camadas e paredes e se eram flexiveis, laminadas, efémeras ou
permanentes, 3) a reacdo ao reagente de Melzer das camadas e paredes, 4) cor e

forma das paredes e camadas e dos glomerosporos ou glomerocarpos (termo
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proposto por Jobim et al.,, 2019) e 5) se o desenvolvimento era glomoide,
acaulosporoid, gigasporoid, scutellosporoid ou entrophosporoid (Oehl et al., 20114,
b; Goto et al., 2012).

Para auxiliar nas etapas descritas acima e determinar as espeécies, nos
baseamos em bibliografias como Schenck e Pérez (1990), Blaszkowski (2012) e
materiais adicionais como o0 website da International Culture Collection of
(Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM) (http://invam.wvu.edu) e artigos
contendo descricbes de espécies (Btaszkowski et al., 2018a, 2018b; Btaszkowski
et al., 2019; Turrini et al., 2018). N6s usamos o nome genérico Rhizoglomus
Sieverd., G. A. Silva & Oehl ao invés de Rhizophagus P.A. Dang (Sieverding et al.,
2014). As comunidades de FMA originadas do campo e registradas apos a fase de

condicionamento foram reportadas na Tabela S2.
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Tabela S2. Comunidades de FMA registradas no estudo. Os nameros representam a contagem de glomerosporos para cada espécie das

amostras coletadas em campo (50g de solo) e para as amostras da fase de condicionamento (20g de solo), foram comparadas duas

origens (Caatinga, Jazida), cultivados em duas plantas hospedeiras (Senna uniflora, Sorghum bicolor), “-“ indica auséncia de registro.

Caatinga Jazida
g & 3 s & 3
s % = : £ 2
®) : @)
Espécies de FMA 2 « 2 «
Acaulosporaceae
Acaulospora sp. 2 2 3 190 2 - -
Acaulospora reducta Oehl, B.T. Goto & C.M.R. Pereira 56 2 1 - -
Acaulospora herrerae Furrazola, B.T.Goto, G.A.Silva, Sieverd. & Oehl 75 1 2 1 - -
Acaulospora sp. 3 - 1 1 - - -
Acaulospora morrowiae Spain & N.C. Schenck 2 1 - - 1 -
Acaulospora alpina Oehl, Sykorova & Sieverd. 2 - 1 2 - -
Acaulospora excavata Ingleby & C. Walker 3 1 - - -
Acaulospora scrobiculata Trappe 12 - 1 1 - -
Acaulospora sp. 1 1 4 - - - -
Acaulospora rehmii Sieverd. & S. Toro 1 - 1 - -
Acaulospora spinosissima Oehl, Palenz., Sanchez-Castro, Tchabi, Hount. & G. A. Silva 6 - - - -
Acaulospora denticulata Sieverd. & S. Toro 1 - - - - -
Acaulospora sieverdingii Oehl, Sykorova & Btaszk. 3 - - - - -
Acaulospora laevis Gerd. & Trappe 1 - - - - -
Ambisporaceae
Ambispora appendicula (Spain, Sieverd., N.C. Schenck) C. Walker 28 4 - - - -
Ambispora gerdemannii (S.L. Rose, B.A. Daniels & Trappe) C. Walker, Vestberg & A. Schissler 1 - - - - -
Entrophosporaceae
Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames & R.W. Schneid. 31 2 1 1 - -
Claroideoglomus claroideum (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. Schissler 1 - - - - -
Gigasporaceae
Gigaspora decipiens I.R. Hall & L.K. Abbott 3 - 3 3 - -
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Caatinga Jazida
s & 3 s & ¢
= % 2 % =2
O . . O . .
Espécies de FMA n n ) n
Gigaspora albida N.C. Schenck & G.S. Sm. 10 - - 1 - -
Gigaspora margarita W.N. Becker & I.R. Hall 6 - - - - -
Glomeraceae
Glomus trufemii B.T. Goto, G. A. Silva & Oehl 208 5 10 4 5 -
Glomus cubense Y. Rodr. & Dalpé - - - - 2 165
Glomus glomerulatum Sieverd. 41 1 1 - - -
Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. Schussler - 1 1 13 - -
Simiglomus hoi (S.M. Berch & Trappe) G.A. Silva, Oehl & Sieverd. - 2 - - - -
Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul. - 3 - - -
Glomus microcarpum Tul. & C. Tul. 10 - - - - -
Glomus brohultii Sieverd. & Herrera 4 - - 14 - -
Glomus ambisporum G.S. Sm. & N.C. Schenck 14 - - - - -
Glomus spinuliferum Sieverd. & Oeh 2 - - - - -
Glomus glomerulatum Sieverd. 41 - - - - -
Septoglomus furcatum Btaszk., Chwat & Kovacs, Ryszka 110 4 - 1 - -
Septoglomus titan B.T. Goto & G.A. Silva 1 - - - - -
Septoglomus sp. 1 4 - - - - -
Glomus sp. 1 51 2 - 1 - -
Glomus sp. 2 - - 3 - - -
Glomus sp. 3 - - 2 - - -
Sclerocystis sinuosa Gerd. & B.K. Bakshi 22 - 1 8 - -
Sclerocystis coremioides Berk. & Broome 4 - - - - -
Dominikia sp. 1 - - 1 - - -
Rhizoglomus agreggatum (N.C. Schenck & G.S. Sm.) Sieverd., G.A. Silva & Oehl 174 - 4 24 - -
Rhizoglomus sp. 3 -
Rhizoglomus vesiculiferum (Thaxt.) Bfaszk., Koztowska, Niezgoda, B.T.Goto & Dalpé 2 -
Intraornatosporaceae
Intraornatospora intraornata (B.T. Goto & Oehl) B.T. Goto, Oehl & G.A. Silva 5 -

Pacisporaceae
Pacicspora sp. 3 -
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Caatinga Jazida
s & e §
s % 2 % =2
©) . : ®) . :
Espécies de FMA n n ) n
Paraglomeraceae
Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D. Redecker 5 1 30 6 4 2
Paraglomus brasilianum (Spain & J. Miranda) J.B. Morton & D. Redecker - 1 1 - - -
Paraglomus pernambucanum Oehl, C.M. Mello, Magna & G.A. Silva 8 - - 4 - -
Paraglomus sp. 1 - 1 - - - -
Racocetraceae
Racocetra fulgida (Koske & C. Walker) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd. 3 - 2 2 - -
Racocetra gregaria (N.C. Schenck & T.H. Nicolson) Oehl, F.A. de Souza & Sieverd. - - - 1 - -
Dentiscutataceae
Dentiscutata sp. 1 - - 1 - - -
Diversisporaceae
Sieverdingia tortuosa (N.C. Schenck & G.S. Sm.) Btaszk., Niezgoda & B.T. Goto 2 - - - - -
Diversispora sp. 12 - - - - -
Scutellosporaceae
Scutellospora aurigloba (I.R. Hall) C.Walker & F.E. Sanders 6 - 2 - - -
Scutellospora sp. 1 (hialino) 8 - - - - -
Scutellospora sp. 2 (verruga) 1 - - - - -
Soma n° de glomerosporos 989 39 260 90 12 167
Riqueza de espécies 46 18 22 19 4 2
Equitabilidade de Pielou 0,71 0,94 0,38 0,80 0,89 0,09
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Apéndice S3: Descricao do teste de germinacao das sementes

As sementes foram coletadas manualmente, secas, beneficiadas e
armazenadas em camara fria a 5° C. Os testes foram realizados em quatro
repeticbes com 25 sementes (BRASIL, 2009) em B.O.D. (biochemical oxygen
demand), incubadas com um fotoperiodo de 12/12 h (luz branca com densidade

de fluxo de fétons de 30 W/ m?) claro/ escuro, a 25 ° C, por quatro dias.

Tabela S3. Caracteristicas dos lotes de sementes utilizados no experimento.

Percentual de germinacéo (G %), Teor de agua (U %).

Familia Espécie G (%) U (%) Data da Latitude Longitude
coleta
Malvaceae Sida galheirensis 81 8,08 06/04/2017 -8.14156429 -39.2258419
Lamiaceae Rhaphiodon echinus 85 5,21 07/10/2019 -10.9666806 -38.8779749
Lamiaceae MeSOsphaerum 70 7,09 23/08/2019 -6.6507234 -38.1116425
suaveolens
Fabaceae Senna uniflora 96 9,31 01/10/2019 -10.1141873 -38.2947312

Referéncias
BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento. Secretaria de

Defesa Agropecuaria. Regras para analise de sementes. Brasilia: MAPA/ACS,
2009. 399p.
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Apéndice S4: Descricao dos atributos functionais e parametros vegetais

Ao final da fase de feedback (90 dias) as plantas foram removidas da casa de
vegetacao por bloco experimental. As descrigdes funcionais de cada atributo estéo
disponiveis na Tabela S3. A taxa de crescimento relativo (RGR) foi calculada com
a altura das plantas (até o meristema apical) aos 50 e aos 90 dias ap0s a inoculagéo
(Pérez-Harguindeguy et al. 2016). Também foram mensurados o diametro a altura
do solo (DAS), numero de folhas e o teor de clorofila (média de trés folhas por
planta), usando o ClorofiLog - Falker (CFL 1030).

A area foliar especifica (SLA) se relaciona diretamente com a taxa fotossintética
da folha e crescimento relativo da planta (Cornelissen et al. 2003). Foi avaliada a
partir de trés folhas jovens completamente expandidas de cada espécie em cada
tratamento de inoculacao. A area de cada folha (sem o peciolo) foi mensurada com
o medidor de area foliar - ADC BioScientific Ltd (Area Meter AM300). Em seguida,
as folhas foram secas em estufa por pelo menos 72h a 65 °C para pesagem da
biomassa. O SLA foi calculado pela relacédo entre area foliar (mm2) e a biomassa
seca (mg*?) de cada folha (Pérez-Harguindeguy et al. 2016).

A medida de comprimento especifico radicular (SRL) esta relacionada a
maior capacidade de absorcdo de agua e nutrientes do solo (Cornelissen et al.
2003). Foi mensurada em trés raizes finas (< 2 mm) por planta. As raizes foram
lavadas em agua corrente sob uma peneira (malha 4 mm) para evitar a perda de
raizes durante a remocao do solo. O SRL foi calculado pela relacdo entre o
comprimento de cada raiz (cm) e sua massa seca (g) (Cornelissen et al. 2003).

A biomassa total seca das plantas foi mensurada sob as mesmas condi¢des
citadas para SLA (incluindo a massa registrada para SRL e SLA) e com os valores

calculamos a relacéo raiz parte aérea (Raiz: Parte aérea), que indica o quanto de
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biomassa esta investida em raizes para cada unidade de parte aérea (Markesteijn
& Poorter 2009).

A colonizacéo radicular (%) por FMA foi calculada com outra porcao de raizes
finas (0,5 g de cada individuo). Seguindo a metodologia proposta por Phillips e
Hayman (1970 - modificado), as raizes foram clareadas com KOH 10% por 24h em
temperatura ambiente, e posteriormente em uma solugéo de KOH 10% + H202 10%
(1:1 v:v) por 20 min para R. echinus, M. suaveolens, S. galherensis e uma hora para
S. uniflora. Em seguida, as raizes foram acidificadas em HCI 1% por 5 min, e
coradas com solucdo de azul de Trypan (0,05%) por mais 24h em temperatura
ambiente. Ap0Os o processamento, a colonizagdo micorrizica foi avaliada utilizando

o método de intersecao dos quadrantes (Giovannetti & Mosse 1980).

Referéncias

Cornelissen, J. H. C., Lavorel, S., Garnier, E., Diaz, S., Buchmann, N., Gurvich, D.
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Tabela S4. Descricdo dos atributos funcionais mensurados ap6s o experimento, a funcdo desempenhada, as formulas para calculo e as referéncias sdo mostradas.

Atributo

funcional Abreviacao Célculo Funcdo desempenhada Descricdo Referéncias
) ) ) Relacionada diretamente com a Erseiec(gﬁgodgriesn;:gr::do?n baixa Cornelissen et al. (2003);
Area Foliar _ areada folha fresca (mm®) taxa fotossintética da folha e N Pérez-Harguindeguy et al.
it SLA SLA = ; concentracdo de P podem .3
Especifica peso seco da folha (mg) com a taxa de crescimento (2013); *Poorter, Remkes
. apresentar folhas pequenas
relativo da planta ; (1990)
com valores baixos de SLA
Relacionado a maior capacidade
Comprimgnt comprimento da raiz fina (cm) d€ absorcdo de agua e Espécies herbaceas podem Cgrnelissen etal. (2003);
o Especifico SRL SRL = 650 seco da raiz fina (g) nutrientes no solo e menor apresentar raizes finas e Pérez-Harguindeguy et al.
da Raiz p & associagdo com fungos alongadas com alto SRL (2013)
micorrizicos arbusculares
Espécies de semiarido
Relacdo Raiz ~ biomassa seca da raiz .Indlca'o quantolde carbono é Fendem a apresen;ar mais Markesteijn and Poorter
Parte aérea RPA RPA = biomassa seca da parte aérea mvestldp em raiz para agmentar mvgstlmento em b.lomassa (2009); Teixeira et al. (2020)
uma unidade na parte aérea radicular do que biomassa ' '
aérea.
Indica a velocidade de L . L
Taxa InM2 — InM1 crescimento vegetal em Espécies herbaceas de inicio Pérez-Harguindeguy et al
Relativa de RGR = ; 9 de sucessao tendem a 9 guy '
©2-t1 determinado espago de tempo (2013)

Crescimento

de crescimento

apresentam maior RGR

Tabela S5. Tabela de ANOVA fatorial gerada a partir do modelo linear generalizado ajustado com erro de Poisson para investigar o efeito da interacdo entre a origem
do solo e a planta hospedeira no nimero de glomerosporos e na riqueza de espécies de FMA.

Numero de glomerosporos

Riqueza de espécies

Gl Desvio Gl. Desvio Desvio. Resid.  Pr(>Chi) Gl Desvio Gl. Desvio Desvio. Resid.  Pr(>Chi)
Origem 1 235,294 10 862,462 <0,0001  Origem 1 65991 10 9,521 <0,0001
Hospedeiro 1 508,704 9 353,758 <0,0001 Hospedeiro 1 4,694 9 4,827 0,0303
Origem x Hospedeiro 1 55,028 8 298,730 <0,0001  Origem x Hospedeiro 1 0,003 8 4,824 0,9575
Residuos 11 1097,756 Residuos 11 75,512
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Tabela S6. Tabela de ANOVA fatorial a partir do modelo linear misto que investigou o efeito da interacao entre a origem do solo e a planta hospedeira no Feedback
planta-solo ndo esterilizado sem inoculacdo (plantas controle) e Feedback planta-solo nédo esterilizado com inoculacdo (plantas inoculadas com mix).

Feedback Planta Solo néo esterilizado sem inoculacdo

Gl X2 Pr(>X?)
Origem 1 0.365 0.5457
Hospedeiro 1 5.201 0.0226
Espécie 3 18.859 0.0003
Origem x Hospedeiro 1 0.421 0.5165
Origem x Espécie 3 8.101 0.0440
Hospedeiro x Espécie 3 1.356 0.7159
Origem x Hospedeiro x Espécie 3 2.371 0.4990

Feedback Planta Solo néo esterilizado com inoculacao

Gl X2 Pr(>X?)
Origem 1 0.708 0.4001
Hospedeiro 1 4.199 0.0405
Espécie 3 10.152 0.0173
Origem x Hospedeiro 1 0.376 0.5396
Origem x Espécie 3 9.655 0.0217
Hospedeiro x Espécie 3 1.113 0.7739
Origem x Hospedeiro x Espécie 3 2.476 0.4796

Tabela S7. Pardmetros vegetais (média + d.p.) testados através de LMMs para cada espécie individualmente em resposta aos tratamentos de inoculagéo (controle -
plantas ndo inoculadas, mix - mistura de isolados de FMA, inoculantes produzidos com um solo proveniente de areas de jazida em recuperacdo e de remanescente
de Caatinga multiplicados em vasos com S. uniflora, e inoculantes produzidos com um solo proveniente de jazida e de Caatinga multiplicados em vasos com S.
bicolor. Os asteriscos (*) representam valores de p < 0.05.

Senna uniflora

Variavel resposta Controle Mix Jazida/Senna Caat./Senna Caat/Sorgo Jazida/Sorgo
Clordfila total 60,8 + 1,8 60,5 + 5,8 60,5 + 4,2 60,0 + 1,7 61,2+5,1 60,3 + 3,2
Colonizagéo (%) * 77,0+ 20,8 70,4 + 25,9 78,8+4,9 65,0 + 6,6 59,6 + 12,8 65,0 + 24,3
RGR (cm.cm®.més?) 0,07 + 0,01 0,09 + 0,01 0,07 + 0,01 0,09 + 0,01 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01
DAS (mm) * 2,7+0,2 2,2+0,3 23+0,1 1,9+0,1 20+0,1 24+0,4
N° de folhas 8,0+0,0 76+0,5 8,2+0,8 7,2+0,8 76+0,9 8,0+0,7
Parte aérea (g) 1,7+0,2 1,4+0,2 1,6 +0,2 1,1+0,5 1,1+0,2 1,4+0,7
Raiz (g) 22+0,5 1,7+0,2 21+04 1,2+0,6 1,4+0,6 1,7+1,0
Raiz: Parte aérea 1,2+0,2 1,3+0,3 1,3+0,2 1,1+0,6 1,3+0,4 1,1+0,4
SLA (mm.mg?) 17,3+2,2 19,4 + 3,8 17,9+3,3 20,5+ 4,8 20,8 +1,2 17,8+ 2,7

SRL (cm.g?)

5121,1 + 1289,8

3874 + 1090,5

3567,6 + 640,2

5168,9 + 501,1

4794,1 + 1646,3

4550,7 + 973,2
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Mesosphaerum suaveolens

Variavel resposta Controle Mix Jazida/Senna Caat./Senna Caat/Sorgo Jazida/Sorgo
Clordfila total 46,6 + 3,6 449 +5.2 474+ 1,9 459 + 3,1 428 + 3,6 4314 +1,4
Colonizacao (%) * 49,8 + 11,5 67,7+ 12,1 77,2+ 3,8 63,0 +11,7 73,6 + 13,7 71,8+ 13,2
RGR (cm.cm1.més?) 0,14 + 0,01 0,10 + 0,01 0,07 + 0,01 0,10+0,01 0,10 + 0,01 0,08 + 0,01
DAS (mm) 22+0,1 24+0,1 26+0,2 25+0,5 22+0,3 25+0,3
N° de folhas 10,0+ 2,2 12,7+ 3,5 132+1,3 9,7+1,7 10,4+0,9 10,6 + 2,4
Parte aérea (g) * 09+0,3 1,1+0,5 21+05 1,3+0,5 1,0+0,1 15+04
Raiz (g) * 0,6 +0,2 1,0+0,5 20+0,8 1,4+0,7 1,0+0,2 1,2+0,3
Raiz: Parte aérea * 0,7+0,1 09+0,1 1,0+0,3 1,0+0,2 1,0+0,3 0,8+0,1
SLA (mm.mg1) 23,1+6,6 26,5+4,2 20,8 +4,0 203+2,4 229+7,1 23,1+4,4

SRL (cm.g?)

7683,9 + 3036,7

8974,6 + 4661,0

6112 + 3459,5

7481,4 + 2316,5

5575,5 + 1277,5

5473,4 +1723,4

Rhaphiodon echinus

Variavel resposta Controle Mix Jazida/Senna Caat./Senna Caat/Sorgo Jazida/Sorgo
Clorofila total * 55,8 +5,1 54,1+ 4.3 53,24 + 3,2 50,6 + 4.0 55,3+6,3 52,0 + 6,6
Colonizagao (%) * 51,6 +17,6 47,3+ 9.3 75+6,1 76,8 +11.1 63,6 + 21,3 57,8+ 22,9
RGR (cm.cm1.més?) 0,13 +0,01 0,15+ 0.01 0,15+0,01 0,08 + 0.01 0,15+ 0,01 0,14 + 0,01
DAS (mm) * 24+0,7 1,8+0.2 20+04 29+0.3 23+0,6 2,3+05
Ne de folhas * 31,4+19,6 25,8+13.4 344+7,4 554+11.1 40,6 + 18,7 38,2 +225
Parte aérea (g) * 1,4+1,0 1,1+0.5 1,3+0,3 28+0.5 1,8+1,0 1,6 +0,5
Raiz (g) * 0,8+0,5 0,6 +0.4 1,1+0,5 2,7+1.1 16+1,1 0,7 +0,4
Raiz: Parte aérea * 0,6 +0,3 0,5+0.2 0,8+0,3 1,0+0.3 0,8+0,3 0,4+0,2
SLA (mm.mgY) 17,6 + 3,1 17,4 + 4.0 19,0 + 3,2 17,1+ 2.0 16 + 4,1 21,9+5,1

SRL (cm.g?)

6503,5 + 1345,0

7151,4 + 4092.4

6071,5 + 1614,8

5226,0 + 1344.2

5986,7 + 934,5

6926,5 + 1939,7

Sida galherensis

Variavel resposta

Controle

Mix

Jazida/Senna

Caat./Senna

Caat/Sorgo

Jazida/Sorgo

Clorofila total

459 + 0,4

470+24

47,24 + 4,4

399+0

50,4 + 4,5

469+6,1

78



Colonizag&o (%) * 63 +5,7 58,4 + 12,9 79,2+ 7,6 68,0+ 0 68,5 + 21,9 61,25 + 13,1

RGR (cm.cm™L.més?) 0,37 + 0,01 0,29 + 0,01 0,16 + 0,01 0,32+0 0,24 + 0,01 0,30 + 0,02
DAS (mm) 2,4+1,6 1,7 +0,2 2,1+0,3 1,2+0 17 +0,2 1,5+0,7
Ne de folhas 7,0+0,0 8,0+ 1,6 8,6+22 3040 7,0+0,0 5,0+0,8
Parte aérea (g) 0,5+ 03 0,6 +0,2 1,2+0,3 08+0 0,4+0,2 0,6 + 05
Raiz (g) 0,4+0,5 0,5+0,3 1,3+0,4 0,740 0,3+0,4 0,6 +0,7
Raiz: Parte aérea * 0,5+0,7 0,8+0,2 1,0+ 0,2 0,9+0 0,6 + 0,6 0,6 +0,5
SLA (mm.mg2) 27,7+3,4 20,5 + 3,4 20,1+ 1,6 222+0 19,8 + 5,6 20,9 + 4,6

SRL (cm.g?) 11053,2 + 7526,1 5473,3 + 896,3 5085,4 + 1110,0 7761,7+0 6425,5 + 1545,8 6819,9 + 1070,5
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Figura S1. Casa de vegetacgédo do laboratério de microbiologia. a) bloco experimental da fase de
feedback, em b) vista externa para ilustrar a cobertura com um telhado de fibra de vidro
transldcido que evita a contaminagéo entre 0s vasos devido a precipitacao e c) vista interna para
ilustrar a tela de sombreamento que reduz a luminosidade cerca de 50%. Durante o periodo de
crescimento a temperatura interna média diaria foi de 35 °C, minima de 28 °C e méxima de 44
°C. A umidade relativa do ar interna variou entre a minima de 15 % e méxima de 48 %, com uma
média de 34 %.

Figura S2. Fotos de individuos, flores e frutos das espécies herbaceas utilizadas na fase de
feedback. Em a) Senna uniflora, b) Mesosphaerum suveolens, c) Sida galherensis e d)
Rhaphiodon echinus.
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a) GLM glomerospores ~ origin * host

b) GLM AMF richness ~ origin * host
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c) LMM psf control ~ origin * host + species + (1|blocks)

d) LMM psf inoculation ~ origin * host + species + (1|blocks)
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e) LMM psf control ~ colonization * species + (1|blocks)
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g) LMM SRL ~ colonization * species + (1|blocks)

h) LMM SLA ~ colonization * species + (1[blocks)
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Figura S3. Diagndstico dos residuos para todos os modelos utilizados no estudo. Os modelos

lineares generalizados (GLM) com estrutura
condicionamento tendo como variaveis resposta

de erro de Poisson, usados na fase de
: (@) contagem de glomerosporos e (b) riqueza

de espécies de FMA. Os modelos lineares mistos (LMM) ajustados para fase de feedback com
erro gaussiano, incluindo os blocos como efeito randémico, para avaliar ambas medidas de

feedback planta-solo (FPS) contrastado com (c
constam LMMs com o efeito fixo da colonizacao

) controle e (d) mistura de isolados. Também
radicular por FMA e interacdo com as espécies

vegetais, para (e) a medida de FPS controle, (f) relacdo raiz e parte aérea (RPA), (g) comprimento

especifico da raiz (SRL) e (h) area especifica foli

ar (SLA).
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Figura S4. Gréfico de correlac@o das varidveis mensuradas no estudo. SLA (area especifica
foliar), RGR (taxa de crescimento relativo), SRL (comprimento especifico da raiz), RaizPA
(relagdo biomassa raiz parte aérea), PSF (Feedback planta-solo), DAS (didmetro a altura do
solo).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Constatamos que as areas de Jazida apresentam reduzido nimero de
glomerosporos e de espécies de Fungos Micorrizicos Arbusculares. Portanto,
propomos que estratégias de producéo de inéculo sejam adotadas, por meio do
cultivo de S. uniflora para otimizar a resposta vegetal e melhorar os resultados
do programa de recuperacédo de areas degradadas.

Respostas promissoras a inoculacao no solo-inodculo de jazida para trés
plantas herbaceas foram encontradas. A equitabilidade das comunidades de
FMA, propiciada pelo cultivo com Senna uniflora, promove a biomassa vegetal,
principalmente das raizes. Consequentemente, estas raizes podem melhorar as
condicbes edaficas, potencialmente favorecendo a sucessdo ecoldgica.
Ressaltamos a importancia de testes em condicdbes de campo antes de
incorporar um plano de inoculagcdo ao programas de recuperacdo de areas
degradadas em grandes areas.
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APENDICE

Figura ilustrativa das etapas cumpridas nesta dissertacdo. A primeira etapa

ilustrada pela a) coleta de solo, b) experimento de condicionamento de solo em
Senna uniflora e Sorghum bicolor, c) a coleta de solo em area de jazida néo
recuperada para preencher os vasos do d) experimento de resposta a
inoculacdo. As imagens e) e f) representam a colonizacdo radicular expressiva

observada nas raizes de Rhaphiodon echinus e S. uniflora, respectivamente.
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