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RESUMO

Hemiparasitas aéreas estabelecem conexdes vasculares com suas plantas hospedeiras
por meio do haustorio para obter agua e nutrientes minerais. Entre 0s nutrientes,
nitrogénio (N) foi sugerido o mais limitante para o desenvolvimento dessas plantas. Os
objetivos desse estudo foram (1) analisar estruturalmente a conexdo do haustorio
secundario da hemiparasita Phthirusa ovata em ramos da hospedeira, (2) verificar as
respostas fisiologicas da hemiparasita crescendo em uma hospedeira fixadora de N e
outra nao-fixadora e (3) as implicacBes do parasitismo nas respostas fisiolégicas das
duas hospedeiras. Para o estudo anatdémico, foram coletadas raizes epicorticais e
haustdrios secundarios de P. ovata crescendo em galhos de Dalbergia miscolobium. O
estudo das respostas fisioldgicas foi realizado na Reserva Ecolégica do IBGE, em
Brasilia-DF, onde foram selecionados individuos de P. ovata na hospedeira fixadora de
N, D. miscolobium, e ndo-fixadora, Byrsonima verbascifolia, e individuos parasitados e
ndo-parasitados dessas hospedeiras. Foram medidos diversos parametros fisioldgicos e a
concentracéo foliar de macro (N, P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes (Zn, Fe, Mn, Cu e
B). Nas seccbes anatdbmicas, observou-se que a penetracdo do haustorio ocorreu pelas
lenticelas da casca da hospedeira. Sugere-se que lenticelas e fissuras na casca da
hospedeira facilitariam a penetracdo. Estruturalmente, se destacam grupos de
braquiesclereides com cristais prismaticos (sendo que os periféricos sdo células
cristarque) e ocasionalmente, cristais no tecido parenquimatico que podem ser
caracteres distintivos da espécie. Na interface parasita-hospedeira, ha células
parenquimaticas comuns e células sugadoras de P. ovata em contato com o Xilema
secundario da hospedeira. Nessa regido parasitada, houve a formacgdo de tilos nos
elementos de vaso e acumulo de compostos fendlicos nas células do parénquima que
sdo mecanismos de defesa da hospedeira a esta infestacdo parasitica. Dessa maneira,
esse estudo mostrou que a conexdo estabelecida por P. ovata ndo é xilema-xilema, mas
envolve células parenquimaticas na interface. Quanto as respostas fisioldgicas, P. ovata
apresentou maior contetido de N foliar, clorofila a, clorofila total, carotendides, maior
taxa fotossintética e condutancia estomatica na hospedeira fixadora de N, indicando
respostas positivas dessa hemiparasita a maior disponibilidade de N. O parasitismo de
P. ovata afetou a eficiéncia intrinseca do uso da agua e taxa de assimilagdo de CO, da
hospedeira D. miscolobium na estacdo seca, sem efeitos aparentes na estacdo chuvosa.

Por outro lado, a presenca da hemiparasita levou a uma reducao no contetdo de potassio



foliar, razdo clorofila total/ carotendides, taxa de assimilacdo de CO, e condutancia
estomatica de B. verbascifolia na estacdo chuvosa e do quenching ndo-fotoquimico
relacionado a fotoprotecdo (®npg) Na estacdo seca. Esses resultados indicam que as
hospedeiras foram diferentemente afetadas pela presenca da hemiparasita, tendo

maiores implicacfes em B. verbascifolia.

Palavras-chave: plantas parasitas, penetracdo do haustério, interface parasita-

hospedeira, nitrogénio, uso da agua, trocas gasosas, medidas de fluorescéncia.



ABSTRACT

Mistletoes establish vascular connections with their host plants through the haustorium
to acquire water and mineral nutrients. Nitrogen (N) has been suggested as the most
limiting nutrient to the development of those hemiparasites. The objectives of this study
were (1) to analyze structurally the connection that is established between the secondary
haustorium of the mistletoe Phthirusa ovata and branches of the host plant; (2) check
the mistletoe's physiological responses on a N-fixing and a non-fixing host and (3) the
implications of the parasitism in the physiological responses of those two hosts. For the
anatomical study epicortical roots and secondary haustoria of P. ovata were collected
from plants attached to Dalbergia miscolobium's branches. The study of physiological
responses was conducted at the IBGE Ecological Reserve, Brasilia-DF. P. ovata
individuals on N-fixing (D. miscolobium), and non-fixing (Byrsonima verbascifolia)
hosts, and parasitized and non-parasitized individuals of these hosts were sampled.
Various physiological parameters were measured and leaf concentrations of macro (N,
P, K, Ca, Mg and S) and micronutrients (Zn, Fe, Mn, Cu and B) were determined. In
anatomical sections, it was observed that the haustorium penetrated the host through the
bark lenticels. It is suggested that lenticels and fissures in the host bark would therefore
facilitate penetration. Structurally, groups of brachysclereids with prismatic crystals
stand up (peripheral ones are cristarque cells) and occasionally crystals were found in
the haustorium parenchyma; they may be distinctive characters for this species. In the
host-parasite interface, parenchymatic cells and sucker cells of P. ovata were in contact
with the host's secondary xylem. In this parasitized region, there were formation of
tylose in the vessel elements and accumulation of phenolic compounds in the
parenchyma cells, which could be considered as host defense mechanisms against this
parasitic infestation. Thus, this study showed that P. ovata does not establish a direct
xylem-xylem connection with the host plant. An interface of parenchymatic cells of P.
ovata is formed between the xylem of the hemiparasite and the xylem of the host.
Regarding the physiological responses, P. ovata showed higher leaf concentrations of
nitrogen, chlorophyll a, total chlorophyll, carotenoids, higher photosynthetic rate and
stomatal conductance in the N-fixing host, indicating positive responses of this
mistletoe to increased N availability. The parasitism by P. ovata negatively affected
intrinsic water-use efficiency and CO, assimilation rates of D. miscolobium host in the

dry season, without apparent effects in wet season. In contrast, the mistletoe's presence

3



led to a reduction in leaf concentrations of potassium, total chlorophyll / carotenoid
ratios, CO, assimilation rates and stomatal conductance of B. verbascifolia in the wet
season and in non-photochemical quenching related to photoprotection (®npg) in the
dry season. These results indicate that hosts were differently affected by the mistletoe

presence, with major implications to B. verbascifolia.

Keywords: parasitic plant, penetration of haustorium, host-parasite interface, nitrogen,

water use, gas exchange, chlorophyll a fluorescence.



I. INTRODUCAO GERAL

O hébito parasitico evoluiu varias vezes entre plantas na radiacdo das
angiospermas (Nickrent e Musselman, 2004). Entre as angiospermas heterotroficas,
plantas ditas parasitas sdo aquelas que obtém recursos diretamente de suas hospedeiras
(Nickrent, 2002; Nickrent e Musselman, 2004). Existem aproximadamente 4100
espeécies de plantas parasitas espalhadas em 19 familias (Nickrent e Musselman, 2004).
Esse grupo de plantas abrange ampla variedade de morfologias, estratégias de vida e
formas de crescimento e podem ser encontradas em todo o mundo, habitando desde
florestas tropicais Umidas a tundras subarticas (Bell e Adams, 2011). Para crescerem,
essas plantas absorvem solutos de suas hospedeiras. Para isso mantém um intimo
contato com o sistema vascular da hospedeira estabelecendo conexdes célula-célula e
adquirindo os recursos pela corrente transpiratoria (Calvin e Wilson, 1995; Glatzel e
Geils, 2009). Plantas parasitas possuem um érgdo especializado que penetra nos tecidos
da planta hospedeira e se liga no tecido vascular dessa planta de onde extrai agua,
nutrientes e/ou compostos fotoassimilados (Kuijt, 1969), chamado de haustério (do
latim, haurire, beber) (Hibberd e Jeschke, 2001). Esse érgdo absortivo é homdélogo as
raizes (Rizzini, 1951) e considerado caracteristica definidora das plantas parasitas
(Kuijt, 1969; Nickrent et al., 1998). Ha uma variedade de formas e de conexdes
celulares para esse 6rgdo (Rizzini, 1951; Calvin e Wilson, 2006). Essas diversas
caracteristicas morfol6gicas do haustério tém sido agrupadas e revelado implicacdes
filogenéticas que ajudam a compreender a histdria evolutiva do grupo (Vidal-Russel e
Nickrent, 2008; Yoder et al., 2009).

Um dos aspectos mais relevantes da anatomia do haustério é a interface de
contato parasita-hospedeira, ja que estabelece a ponte fisica e fisioldgica entre as duas
plantas (Kuijt, 1969). O estudo dos tipos celulares constituintes da interface é
importante na compreensdo das vias de transporte (apoplastica e/ou simplastica) dos
recursos transferidos da hospedeira a parasita (Calvin e Wilson, 1995; Hibberd e
Jeschke, 2001; Pate, 2001). Além disso, ajuda a elucidar a dependéncia e requerimento

nutricional dessas plantas (Stewart e Press, 1990; Hibberd e Jeschke, 2001).

Angiospermas parasitas variam em termos de grau de dependéncia dos recursos

das suas hospedeiras para crescerem (Nickrent et al., 1998), que é uma forma de



distingui-las, embora haja algumas espécies intermediarias (Bell e Adams, 2011).
Plantas parasitas que podem atingir a maturidade sem uma hospedeira séo ditas
parasitas facultativas; entre aquelas que dependem da hospedeira para completar seu
ciclo de vida, ha aquelas que séo clorofiladas (fotossintetizantes) que apenas dependem
de suas hospedeiras para adquirir agua e nutrientes minerais, chamadas hemiparasitas; e
ha plantas aclorofiladas (ndo-fotossintetizantes) que precisam de carboidratos, agua e
nutrientes da hospedeira, denominadas holoparasitas (Nickrent, 2002). A maioria das
plantas parasitas é hemiparasita (Yoder et al., 2009). Em geral, hemiparasitas se
conectam ao xilema da planta hospedeira enquanto holoparasitas sdo parasitas do
floema (Kuijt, 1969; Yoder et al., 2009).

Quanto ao 6rgédo parasitado, aproximadamente 60% das plantas parasitas sdo
terrestres e com haustorios especializados para parasitar raizes de outras plantas
(parasitas de raiz —60%) e cerca de 40% possuem o sistema haustorial adaptado ao
parasitismo da parte aérea. Existe apenas a exce¢do de um género que parasita os dois
orgdos (Mathiasen et al., 2008; Bell e Adams, 2011). No parasitismo do sistema aéreo
hd um grupo de plantas que, na sua maioria, sdo hemiparasitas, sendo chamadas de
hemiparasitas aéreas (Arruda et al., 2012). O hemiparasitismo do sistema aéreo compde
um grande grupo com aproximadamente 1.300 espécies (Glatzel e Geils, 2009). Esse
modo de parasitismo surgiu multiplas vezes na evolucdo das Santalales (Vidal-Russel e
Nickrent, 2008; Nickrent et al., 2010). Hemiparasitas aéreas sdo encontradas em 5
familias dessa ordem: Amphorogynaceae, Loranthaceae, Misodendraceae, Santalaceae e
Viscaceae (Nickrent et al., 2010). No Brasil, ha espécies de hemiparasitas aéreas nas
familias Loranthaceae, Santalaceae e Viscaceae que compreendem 203 espécies da flora
brasileira (Arruda et al., 2012).

De maneira geral, a maioria das hemiparasitas aéreas € generalista e crescem em
um grande numero de espécies de plantas vasculares (Mathiasen et al., 2008; Arruda et
al., 2012; Kavanagh e Burns, 2012), comumente reduzindo o desempenho de tais
hospedeiras (Orozco et al., 1990; Yoder et al., 2009). A fim de obter 4gua e nutrientes,
as hemiparasitas aéreas apresentam taxas transpiratorias maiores que de suas
hospedeiras, mantendo um gradiente no potencial hidrico foliar que facilita o fluxo de
recursos da hospedeira para a parasita (Ehleringer et al., 1986; Orozco et al., 1990).



Assim, a competicdo por esses recursos € a mais clara explicacdo para os efeitos

deletérios causados pelo parasitismo em suas hospedeiras (Stewart e Press, 1990).

As respostas das hospedeiras a infeccdo por plantas parasitas sdo bastante
variaveis e dependem principalmente das espécies parasita-hospedeira, grau de
suscetibilidade (se ha resisténcia a infestacdo) da hospedeira e grau de infestacdo
parasitica (Stewart e Press, 1990). Entre os efeitos do parasitismo, esse pode prejudicar
0 balanco hidrico e de nutrientes da planta hospedeira, reduzir as taxas de fotossintese
(Ehleringer et al., 1986; Orozco et al., 1990; Meinzer et al., 2004) e por consequéncia,
afetar o crescimento, alometria, reproducdo e taxas de sobrevivéncia da hospedeira
(Hosseini et al., 2008; Mourdo et al., 2009; Cuevas-Reyes et al., 2011). Devido as
restricdes fisioldgicas que hemiparasitas podem impor as suas hospedeiras, essas plantas
reduzem a habilidade competitiva de suas hospedeiras e afetam a estrutura da
comunidade, dinamica populacional e até mesmo de processos em nivel de ecossistema
(Press e Phoenix, 2005). Contudo, esses efeitos podem ser facilitadores, ja que
envolvem a interacdo com outras plantas, além da hospedeira, e de outros organismos e
por isso hemiparasitas aéreas tém sido consideradas recurso-chave onde ocorrem (Press
e Phoenix, 2005; Watson, 2009). Entre os motivos para tal afirmacéo, destaca-se, a
relacdo mutualistica entre essas plantas e as aves que dispersam suas sementes
(Aukema, 2003), fonte de alimento também para os insetos e aves que as polinizam
(Mathiasen et al., 2008), local de nidificacdo de aves (Cooney e Watson, 2008) e seu
efeito acelerador na decomposicdo da serrapilheira das espécies coocorrentes
(Spasojevic e Suding, 2011).

Dada a relacdo com as aves (polinizacéo e dispersdo), hemiparasitas aéreas da
ordem Santalales sdo conhecidas no Brasil como “ervas-de-passarinho” (Barbosa, 2000;
Cazetta e Galetti, 2007) e em paises do hemisfério norte como “mistletoes” que em
anglo-saxéo significa esterco no galho (Calder, 1983 apud Aukema, 2003). Esse termo
destaca a importancia da hospedeira para o estabelecimento da hemiparasita e das aves
dispersoras que, por meio da defecacdo, regurgitacdo ou processo de limpeza do bico,
liberam as sementes das ervas-de-passarinho em galhos da planta hospedeira, que sao
locais propicios a germinacdo (Aukema, 2003). Esse é um evento critico, pois a
presenca e a abundancia das hemiparasitas aéreas podem ser influenciadas pelo

comportamento dos dispersores (posicdo da copa visitada) e pelas caracteristicas das



hospedeiras (Cazetta e Galetti, 2007), como disposi¢do na copa, espessura (Cazetta e
Galetti, 2007) e tipo de casca dos ramos (Arruda et al., 2006).

Assim como o0 processo de estabelecimento da parasita é afetado pelas
caracteristicas da hospedeira, as respostas fisiologicas das plantas parasitas também
podem ser influenciadas e estar relacionadas as caracteristicas de suas hospedeiras.
Segundo Press e Phoenix (2005) o desenvolvimento das hemiparasitas € dependente da
“qualidade” da hospedeira, ou seja, dos recursos que podem ser adquiridos da
hospedeira pela parasita. Hospedeiras com mecanismos de defesa pouco desenvolvidos
ao parasitismo (Cameron e Seel, 2007) ou hospedeiras com alto contetido de nitrogénio
(N), como leguminosas associadas a bactérias fixadoras de N, podem favorecer a
sobrevivéncia ou aumentar a performance das parasitas (Radomiljac et al., 1999; Pate,
2001; Bowie e Ward, 2004).

O N é adquirido pelas hemiparasitas dissolvido na seiva xilematica. Além das
formas inorganicas, as hemiparasitas também o adquirem passivamente em compostos
organicos, em aminoacidos ou ureideos (Pate, 2001). Fisiologicamente, a aquisicdo de
compostos organicos pela hemiparasita satisfaz as necessidades nutricionais de N e
também se traduz em ganho heterotrofico de carbono pelas hemiparasitas (Escher et al.,
2004; Tesitel et al., 2011). Embora a capacidade de realizar fotossintese e de assimilar
parte do préprio carbono seja caracteristica de plantas hemiparasitas, existe uma grande
variacdo quanto a eficiéncia fotossintética entre essas plantas que, consequentemente,
também se diferem quanto as necessidades por recursos das hospedeiras e grau de
heterotrofia (Yoder et al., 2009). Além de compostos nitrogenados, ions e acidos

organicos sdo adquiridos da seiva xilematica dos hospedeiros (Bell e Adams, 2011).

A nutrigdo de hemiparasitas desde o modo de conex@o com a planta hospedeira
até os tipos de compostos absorvidos pelo haustorio tém recebido atencdo em varios
estudos (Radomiljac et al., 1999; Pate, 2001; Escher et al., 2004), pois influenciam o
ganho heterotrofico de carbono e as respostas fisiologicas das hemiparasitas perante as
condigdes impostas pelo ambiente. Essas respostas por sua vez implicam nos efeitos que

0 parasitismo pode gerar em suas hospedeiras.

A estreita relacdo fisiologica entre hemiparasitas e hospedeiras possibilita que

sejam usadas como modelos para analises das conexdes entre metabolismo de carbono e



as relacdes hidricas e nutricionais, ja que as duas plantas compartilham recursos da
mesma seiva, que é do xilema da planta hospedeira. Mesmo que cada espécie desta
relacdo tenha mecanismos proprios de regulacdo das taxas de transpiracéo e assimilagdo
de carbono, cada resposta individual vai afetar o funcionamento do sistema como um
todo (Glatzel, 1983).

No Cerrado, investigacOes acerca de algumas relagdes entre hemiparasitas e suas
hospedeiras ja foram relatadas (Monteiro et al., 1992; Littge et al., 1998; Caires et al.,
2003; Arruda et al., 2006; Mourdo et al., 2009; Scalon, 2010), sendo esse ambiente o
melhor estudado no Brasil (Arruda et al., 2012). Contudo, ainda had muito para ser
investigado, tanto estruturalmente quanto fisiologicamente, visto a diversidade de
hemiparasitas neste ambiente (Barbosa, 2000) e as variacfes que essas plantas podem
ter devido aos diferentes perfis nutricionais de suas hospedeiras, além de variacdes ao
longo do ano (Bell e Adams, 2011), imposto pela sazonalidade climética que caracteriza
0 cerrado.

1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € analisar estruturalmente a associacdo da
hemiparasita Phthirusa ovata (Pohl ex DC.) Eichler quanto a conexdo do haustorio
secundario desde a penetracdo até um estdgio avancado de formacdo da interface de
contato; as respostas fisioldgicas dessa hemiparasita crescendo em hospedeira fixadora e
ndo-fixadora de N e ainda, o efeito do parasitismo de P. ovata nas respostas fisioldgicas

dessas hospedeiras.

I11. ESPECIES ESTUDADAS

Phthirusa ovata é uma espécie de hemiparasita aérea que ocorre nos dominios
fitogeograficos Amazoénia, Caatinga e Cerrado, englobando as regiGes Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (Caires e Dettke, 2011). No Cerrado, a espécie é de
comum ocorréncia e alguns trabalhos envolvendo essa espécie ja foram realizados

(Luttge et al., 1998; Caires et al., 2003; Scalon, 2010). P. ovata se conecta aos galhos
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das plantas hospedeiras por meio do haustério primario, resultado direto do meristema
apical radicular, e também por raizes epicorticais, que crescem contiguas ao galho da
hospedeira e a intervalos emitem haustorios secundarios (fig. 1). Observacdes em

campo levam a crer que essa espécie seja sempre-verde.

Figura 1. Haustério primério e secundario de P. ovata. A. Figura esquematica do tipo de haustério com
raizes epicorticais como encontrado em P. ovata (Vidal-Russel e Nickrent, 2008). B. P. ovata jovem em
gue se evidencia haustério primario, primeira raiz epicortical e haustérios secundarios emitidos por essa.
C. P. ovata em estagio de desenvolvimento mais avangado em que 3 raizes epicorticais foram lancadas a
partir do haustério priméario. Notam-se haustorios secundarios. H: hospedeira; cabeca de seta: haustorio
secundario; circulo: haustério primario; seta: raiz epicortical.

O género Phthirusa Mart. foi revisado recentemente por Kuijt (2011) que
indicou o ressurgimento do género Passovia H. Karst, o que implica que espécies de
Phthirusa passam a pertencer a Passovia. Assim, perante nova combinacdo Phthirusa
ovata (Pohl ex DC.) Eichler é sinbnimo homénimo de Passovia ovata (Pohl ex DC.)
Tiegh.. Como essa combina¢do ainda ¢ considerada “ndo resolvida” nos bancos de
dados internacionais (“Missouri Botanical Garden” e “The plant list”) e 0 género
Passovia ainda estd em revisdo (Arruda et al., 2012), manteve-se nesse trabalho a

nomenclatura Phthirusa ovata.

P. ovata pertence a Loranthaceae, familia que abrange o maior nimero de
géneros e espécies de hemiparasitas aéreas. No Brasil, a familia esta representada por 12
géneros e 131 espécies (Arruda et al., 2012). Phthirusa (atual Passovia) junto a
Psittacanthus Mart. e Struthanthus Mart. sdo os géneros mais diversificados na flora
brasileira quando comparado aqueles de outros paises da América do Sul (Caires et al.,

2009; Arruda et al., 2012). Os géneros dessa familia sdo reconhecidamente generalistas

10



e a diversificacdo de hospedeiras ¢ muito comum (Nickrent, 2002; Glatzel e Geils,
2009), no entanto podem mostrar preferéncia por algumas espécies hospedeiras (Press e
Phoenix, 2005; Arruda et al., 2012). Segundo Caires et al. (2003), P. ovata também ¢
considerada generalista, embora mostre preferéncia por espécies de Leguminosae, assim
como a espécie de Loranthaceae Psittacanthus plagiophyllus Eichler (Caires et al.,

2009) e o género Phoradendron Nutt.— Viscaeae (Caires e Proencga, 2005).

Leguminosae é a familia mais rica em espécies do Cerrado (Mendonca et al.,
1998), o que pode ser o motivo para a grande ocorréncia de hemiparasitas em
leguminosas ja que a infestacdo de hemiparasitas pode ocorrer em fungdo da abundancia
das espécies no ambiente (Mourdo et al., 2009). Além disso, leguminosas podem ter
maior quantidade de N em relacdo as demais espécies no mesmo ambiente, pois muitas
vezes estabelecem associacdo simbiodtica com bactérias fixadoras de N atmosférico em
condigdes de baixa disponibilidade de N. Dentre algumas espécies de Cerrado estudadas
por Carvalho et al. (2007), as leguminosas foram as que apresentaram maiores
concentracdes de N foliar, tanto em espécies sempre-verdes como deciduas. Essa alta
disponibilidade de N em leguminosas pode influenciar a preferéncia ou aptidao de

hemiparasitas (Press e Phoenix, 2005).

Entre as leguminosas do Cerrado, a espécie Dalbergia miscolobium Benth.
(Papilionoideae) é conhecidamente fixadora de N (Cordeiro, 2000) e apresentou
elevados valores de N foliar em condi¢des naturais (Franco et al., 2005; Araujo, 2006).
Morfologicamente D. miscolobium é uma arvore com ritidoma de cor cinza ou castanha,
com fissuras e cristas mais ou menos continuas que se despregam; suas folhas sdo
alternas compostas imparipinadas com foliolos coriaceos (Silva-Junior, 2005). Quanto a
fenologia caracteriza-se como brevidecidua. A queda das folhas nessa espécie ocorre no
final da seca sazonal, assim como a maioria das espécies com estratégia fenologica
decidua e brevidecidua do Cerrado (Oliveira, 1998; Pirani et al., 2009).

D. miscolobium ocorre no cerrado sentido restrito e cerradao distréfico (Silva-
Junior, 2005). Analises de campo mostram que essa planta é comumente parasitada por
P. ovata. Outra espécie que também tem sido encontrada sob o parasitismo de P. ovata
no cerrado sentido restrito € Byrsonima verbascifolia (L.) Rich. ex Juss. pertencente a
Malpighiaceae.
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Malpighiaceae esta também entre as familias mais ricas em espécies do Cerrado
(Mendonca et al., 1998). O género Byrsonima Rich. ex Kunth. é o maior género desta
familia e agrupa espécies de importancia medicinal e de frutos comestiveis. Nos
cerrados ele esta representado por 38 espécies (Mendonga et al., 1998). Nesse ambiente
sd0 comuns espécies arbustivas e arbdreas deste género, principalmente B.
coccolobifolia Kunth, B. verbascifolia e B. intermedia A. Juss. (Souza e Lorenzi, 2008).
Byrsonima verbascifolia ocorre nos cerrados e também em formagdes campestres
(Silva-Junior, 2005; Araujo, 2009). Caracteriza-se como arvore e pode atingir até 5
metros de altura. B. verbascifolia possui casca com fissuras descontinuas e sinuosas que
formam placas irregulares (Silva-Junior, 2005). A espécie possui folhas simples, ovais e
grandes, chegando a medir 11 cm de largura e 15 cm de comprimento e sdo pilosas em
ambas as faces (Silva-Junior, 2005). Ela é decidua com as novas folhas sendo lancadas

no inicio da estacdo chuvosa (Aradjo, 2009).
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CAPITULO 1

Penetracao, desenvolvimento e estrutura do
haustorio secundario de Phthirusa ovata (Pohl ex
DC.) Eichler (Loranthaceae) em Dalbergia

miscolobium Benth. (Leguminosae)
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1. INTRODUCAO

O haustoério € caracteristica comum e definidora das plantas angiospermas que
possuem o habito parasita (Nickrent et al. 1998). Esse é o 6rgdo responsavel pela
penetracdo direta nos tecidos da hospedeira (Toth e Kuijt 1976) e posterior conducdo de
agua e nutrientes para a parasita pela conexdo célula-célula estabelecida entre as duas
plantas (Hibberd e Jeschke 2001).

O o6rgdo invasivo e absortivo das plantas parasitas tem sido estudado durante
décadas (Kuijt 1971; Smith e Gledhill 1983; Yan 1993; Calvin e Wilson 1995; Pate
2001; Kuijt e Lye 2005b; Devkota e Glatzel 2007). Embora funcionalmente similar nas
plantas parasitas, o haustério é altamente variavel morfologicamente e anatomicamente
(Rizzini 1951; Stewart e Press 1990; Devkota e Glatzel 2007). Segundo Thoday (1961),
essas variacdes e também semelhancas podem ocorrer em espécies bem distantes ou na
mesma espécie e podem ser motivadas pela idade do 6rgdo e pelas espécies hospedeiras
(Kuijt 1964a). Em hemiparasitas aéreas, devido a diversidade e possiveis implicacfes
filogenéticas da morfologia do haustério, ainda hd muito para se investigar (Mathiasen
et al. 2008).

Loranthaceae abrange o maior numero de hemiparasitas aéreas com cerca de 900
espécies distribuidas em 73 géneros dos quais apenas 3 géneros monotipicos sdo de
hemiparasitas de raiz (Mathiasen et al. 2008). Nessa familia sdo reconhecidos quatro
tipos béasicos de haustorio para hemiparasitas aéreas: (1) raizes epicorticais (RE), que
crescem juntamente a superficie do ramo da hospedeira e em intervalos estabelecem
ligacGes haustoriais; (2) unides clasping, onde o haustorio da parasita cresce e envolve
parcialmente o ramo da hospedeira; (3) rosas de palo, em que os tecidos da hospedeira
proliferam em volta do haustério da parasita resultando em uma estrutura semelhante a
uma placenta a qual o haustorio da parasita esta ligado; e (4) corddes corticais, que se
espalham pelo interior do cortex da hospedeira e a intervalos emitem projecdes que
atingem o xilema da hospedeira (Calvin e Wilson 1998 apud Calvin e Wilson 2006).

As RE estdo presentes em 56% dos géneros aéreos de Loranthaceae (Calvin e
Wilson 2006) e tém sido consideradas de grande importancia ecoldgica (Devkota e
Glatzel 2007). Plantas com RE formam conexdes multiplas e visiveis com suas

hospedeiras diferente dos outros tipos que formam “unides solitarias” com as
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hospedeiras, pois aparentam ter apenas uma unica ligacdo (Calvin e Wilson 2006). As
conexdes haustoriais das RE também sdo chamadas de haustérios secundarios. 1sso
porque haustorios priméarios sdo aqueles advindos diretamente do meristema apical
radicular e quase sempre sdo terminais em origem (Kuijt 1969) enquanto os haustorios
secundarios sdo geralmente 6rgdos laterais em espécies com RE (Kuijt 1965; Devkota e
Glatzel 2007). Os vérios haustorios secundarios das plantas com RE aumentam o fluxo
de nutrientes para a parasita (Kuijt 1969) e permitem a fixacdo com mais seguranga na
hospedeira (Kuijt 1964a; Kuijt 1969). Além disso, ha reproducdo vegetativa em
hemiparasitas aéreas por meio das RE (Thoday 1961; Devkota e Glatzel 2007) e
aumento da capacidade competitiva dessas plantas por luz, ao permitir uma posi¢do na
copa da hospedeira para captacdo de luz mais vantajosa do que no local de fixagéo
priméria (Kuijt 1969).

Embora distinto em origem, o haustorio secundario se comporta como 0
primario. Eles sdo constituidos pelo haustério superior (exdéfito) e o enddfito que séo,
respectivamente, a regido do haustorio externa a hospedeira e a que penetra e conecta-se
ao tecido vascular da hospedeira (Kuijt 1977). Contudo, o estabelecimento desse
contato com o xilema da hospedeira ainda ndo corresponde a composi¢do estrutural
madura do endofito e apOs esse contato, pode demorar alguns meses para que a

diferencial tecidual resulte em um enddéfito desenvolvido (Venturelli 1980).

No haustorio superior, sabe-se que caracteristicas do galho hospedeiro podem
afetar os processos de adesdo e penetracdo na hospedeira em haustérios primarios
(Sargent 1995; Arruda et al. 2006) e que ocorrem modificagbes nas celulas da
hemiparasita que estdo em contato com a hospedeira, porém esses processos ainda nédo
sdo conhecidos em detalhes. Quanto ao enddfito, a interface parasita-hospedeira que é a
base da ligacdo estrutural e fisiologica entre parasita e hospedeira (Calvin e Wilson
1995; Pate 2001) ainda ndo é totalmente conhecida em hemiparasitas aéreas, ja que
poucos géneros foram estudados, especialmente de Loranthaceae. O estudo anatémico
do endofito € fundamental para elucidar a diversidade estrutural mostrada na interface
em diferentes combinagdes parasita-hospedeira para posterior uso dessas caracteristicas
com fim taxonémico (Thoday 1961; Fineran e Calvin 2000; Cameron et al. 2006),
subsidiar o entendimento da translocacdo de nutrientes (Coetzee e Fineran 1987;

Fineran e Calvin 2000; Hibberd e Jeschke 2001) e revelar os mecanismos de resisténcia
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das plantas hospedeiras a infeccdo parasitica que afetam o sucesso da hemiparasita
(Hood et al. 1998; Cameron et al. 2006; Amaral e Ceccantini 2011).

Dentro de Loranthaceae, o género Phthirusa Mart. possui haustorio primario e
secundarios (Kuijt 1965; Calvin e Wilson 2006) e foi objeto de alguns estudos que
focaram o haustorio primério (Dobbins e Kuijt 1974a, b), embora sem contato com uma
hospedeira; e o haustorio secundario (Thoday 1961; Kuijt 1964a; Kuijt 1965),
especialmente da espécie Phthirusa pyrifolia (Kunth) Eichler. Contudo, nesses
trabalhos, a auséncia de acompanhamento in situ de contato/aderéncia e penetracdo em
hospedeiras, a falta de ilustrac@es das estruturas descritas ou a analise do haustdrio em
orgdo vegetal diferente dos galhos (como em folha da hospedeira por Kuijt 1965),
tornou o conhecimento limitado da penetracdo, do desenvolvimento e da composicao

estrutural desse orgao absortivo no género supracitado e ainda, restrito a P. pyrifolia.

Em vista da importancia desse género no Brasil (Caires et al. 2009), parasita de
diversas plantas hospedeiras e ampla distribui¢do no pais, e do limitado conhecimento
desse 6rgao fundamental para a nutricdo e consequente sobrevivéncia dessas plantas,
este estudo tem o objetivo de examinar o haustorio secundario de Phthirusa ovata (Pohl
ex DC.) Eichler sobre Dalbergia miscolobium Benth. quanto a penetracdo,
desenvolvimento da estrutura do haustorio secundario até um estdgio avancado de
diferenciacdo da interface de contato e mecanismos de resisténcia da hospedeira a
infecgdo parasitica, incluindo ainda a estrutura caulinar da hospedeira e RE da parasita
antes da formacdo do haustério.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal

As coletas foram realizadas entre maio de 2011 e janeiro de 2012 no Campus
Darcy Ribeiro da Universidade de Brasilia (15° 46' 14" S e 47° 52' 04" W) — Asa Norte,
Brasilia-DF e na Reserva Ecologica do Roncador do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (RECOR/IBGE), uma estacdo experimental localizada a 35 km ao sul do
centro de Brasilia-DF (15° 56' 41" S e 47° 53' 07" W). Foram coletados haustérios
secundarios de RE jovens e maduros de P. ovata que se desenvolviam sobre ramos de
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D. miscolobium, que também foram coletados. Haustdrios foram designados jovens
quando estavam em processo de penetragdo e/ou estddio de desenvolvimento do
endofito pouco diferenciado e a RE apresentava + 3 mm de didmetro. Galhos de D.
miscolobium inferiores a 5 mm apresentavam, em geral, frequentes lenticelas e até 1cm,
fissuras na casca. Essas RE jovens e os galhos da hospedeira, adjacentes a regido de
contato foram descritos quanto & organizacdo estrutural. Haustérios maduros, ou seja,
desenvolvidos, apresentavam estagio avancado de diferenciacéo tecidual (especialmente
na interface de contato), o que ocorreu em espessura variavel de didmetro. Para cada
estadio de desenvolvimento foram amostrados pelo menos 4 individuos de P. ovata,

sendo que esses apresentavam numero variavel de haustorios secundarios.

Para microscopia oOptica, o material foi fixado e preservado em solucdo aquosa
de formalina 10% (Galigher e Kozloff 1964). Os haustorios jovens, maduros e caule da
hospedeira e RE da parasita foram preparados em tamanhos menores para inclusdo em
polietilenoglicol (PEG) 4000 (Rupp 1964) e parafina (Johansen 1940) de acordo com
técnicas usuais em laboratério de anatomia vegetal. A inclusdo em historresina (Leica
Historesin® Embedding Kit, Leica, Germany) foi usada apenas para RE da parasita e
realizada segundo normas do fabricante. Para microscopia Optica e microscopia
eletronica de varredura, foram realizados cortes longitudinais no haustério, no caule da

hospedeira e RE da parasita e transversal no caule de D. miscolobium e RE de P. ovata.

2.2. Seccdo do material em PEG 4000

O bloco de material vegetal incluido em PEG foi posicionado no micrétomo de
deslize (Reichert-Jung Heidelberg modelo 26896) e sobre o bloco foi colocada fita
adesiva transparente (Abelbras Ind. e Com. de adesivos Ltda — 4,8cm). A fita foi
friccionada ao bloco até completa aderéncia. Ao passar a navalha, as secgdes vegetais,
com espessura entre 14 e 20 um, permaneceram aderidas a fita adesiva. Esta foi lavada,
sob agitacdo, com &gua aquecida até retirada total do PEG. O material vegetal aderido a

fita foi submetido a coloracao.

Foi utilizada em algumas laminas dupla coloracdo, safranina:azul de alcian, 4:1,

v:v; solucdo 1% aquosa diluida (Kraus e Arduim 1997) e em outras usou-se a tripla
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coloragdo de Flemming, composta por safranina:violeta cristal:orange G, nas
proporcoes 3:1:3 e 1:1:1 (v:v:v) (Johansen 1940, com modificacOes: adicionou-se 20
gotas de 6leo de cravo na solugdo de orange G). Para o caule de D. miscolobium
também foi usada safranina 1% aquosa. Em seguida, o material foi desidratado em serie
etanolica e diafanizado em solugdes crescentes de etanol:xilol até xilol PA. As seccdes

foram montadas entre lamina e laminula em resina sintética (Paiva et al. 2006).

2.3. Seccao do material em Parafina

O material vegetal incluido em parafina foi seccionado com espessura entre 10 e
12 pum no micrétomo rotatorio (American Optical Corp. modelo 820) com uso de fita
adesiva transparente sobre o bloco como descrito anteriormente. Com as seccoes
vegetais aderidas a fita, seguiu-se remocdo da parafina com xilol, reidratacdo e dupla
coloracdo em safranina:azul de alcian, 4:1, v:v; solucdo 1% aquosa (Kraus e Arduim
1997). Apds a coloracdo, houve desidratacdo etandlica, diafanizacdo em série etanol-

xil6lica e montagem entre 1dmina e laminula como descrito para PEG.

2.4. Seccdo do material em Historresina

O material incluido foi seccionado em micr6tomo rotatdrio (Leica RM-4125)
com espessura de 6-8um. As seccbes foram distendidas em agua destilada a 37-39 °C.
Posteriormente, as seccdes foram submetidas a azul de toluidina 1% com bdérax diluido
(O’Brien et al. 1965) e secas em estufa a 40 °C. Para anélise e fotodocumentacéo,
colocou-se pequena quantidade de agua sobre o material vegetal e sucedeu-se

montagem entre lamina e laminula.

2.5. Testes histoquimicos

Para a histoquimica da RE e do haustorio foram utilizados, nas fitas com as
seccOes vegetais, o reagente lugol (cloreto iodado a 8%) para deteccdo de amido (Jensen

1962), dicromato de potassio 10% para detec¢do de compostos fendlicos (Gabe 1968),
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sudan 1l e sudan IV para deteccdo de lipidios, em especial a cutina (Jensen 1962) e os
acidos acetico glacial PA, cloridrico 10% e nitrico 10% para identificacdo da natureza
dos cristais (Chamberlain 1932). Como branco dos testes, foram utilizados cortes sem

qualquer tratamento.

2.6. Fotodocumentacéo

As imagens foram obtidas com uso de camera digital (Olympus C-7070)
conectada a um microscopio éptico (Olympus CX31) ou com uso do fotomicroscopio
(Leica DM750, Leica Microsystems).

2.7. Preparagdo e analise do material em Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

O material foi fixado em meio Karnovsky 0,05M, lavado por 30 minutos (3
trocas de 10 minutos) em tamp&o Cacodilato de sédio-HCI 0,05M em pH 7,2 (Bozzola e
Russel 1992) e desidratado em série acetonica crescente (50%, 70% e 90%, 30 minutos
cada solucdo e 1 hora a 100%). O material em acetona 100% foi colocado em aparelho
de ponto critico (Balzers CPD 030). Apo0s este processo, 0 material vegetal foi posto em

stub metalico e submetido a metalizagdo em ouro (“Sputter Coater”, Balzers SCD 050).

As andlises e fotografias foram realizadas em microscopio eletrdnico de
varredura (JEOL JSM-7001F) a 11 ou a 15KV no laboratério de Microscopia Eletrdnica
e Virologia da UnB.
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3. RESULTADOS

3.1. Descricdo anatémica do caule de Dalbergia miscolobium Benth.

Em secgéo transversal, o caule de D. miscolobium mostrou-se circular (fig. 1A) e
em inicio de crescimento secundério (fig. 1) com a presenca de felogénio (fig. 1C) e
zona cambial (fig. 1D). Os seguintes tecidos/sistemas foram identificados da periferia
para o centro: periderme com lenticelas (fig. 1A-1C), cortex, sistema condutor e medula
parenquimatica (fig. 1A). A periderme tem um numero varidvel de camadas de felema
com frequentes lenticelas (fig. 1A, 1B, 1C). O parénquima cortical apresenta idioblastos
com contetdo cristalifero (fig. 1D). Ha& calotas de floema primario com fibras,
elementos de tubo crivado, células companheiras e parénquima (fig. 1B). O floema
secundario apresenta cristais (fig. 1D). A zona cambial constitui-se de algumas (3-5)
camadas de ceélulas de parede delgada justapostas em processo de divisdo e
diferenciacéo (fig. 1D).

O xilema secundario possui, em sua maioria, elementos de vaso solitarios,
também ocorrendo geminados e agrupados (fig. 1E, 1F) com parénquima axial e fibras
bem evidentes (fig. 1E). O xilema primario apresenta-se com células de protoxilema e
metaxilema envolvidos por tecido parenquimatico. A medula é constituida por células

parenquimaticas com cristais prismaticos (fig. 1F).
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Fig. 1 Seccdo transversal do caule em crescimento secundario de D. miscolobium. A, Visdo geral. B,
Detalhe da periderme, cortex, floema primario e secundario, zona cambial e xilema secundario. C,
Detalhe da lenticela e felogénio. Seta: felogénio; seta dupla: extensdo da lenticela. D, Cortex e floema
secundario com cristais prismaticos (ponta de seta) e zona cambial. E, Detalhe do xilema secundario
evidenciando elementos de vaso solitarios (ES) e elementos de vaso agrupados (regido circundada). F,
Detalhe do xilema secundario, primario e medula, com cristais prismaticos (ponta de seta). C: cortex; F:
fibras; F1: tecido floematico primario; F2: tecido floematico secundario; Le: lenticela; Me: medula; P:
periderme; Sc: sistema condutor; X1: tecido xilematico primario e X2: tecido xilematico secundario; ZC:
zona cambial. Dupla coloragdo em A, B, C, D e F; safranina 1% em E. Barra: 200 pm.
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3.2. Descricdo anatbémica da raiz epicortical de Phthirusa ovata (Pohl ex DC.)
Eichler

Sob seccdo transversal, a raiz epicortical de P. ovata apresenta formato circular
(fig. 2A) e inicio de crescimento secundario (fig. 2A, 2B) com zona cambial. A
periderme possui > 4 camadas celulares e resquicio de epiderme recoberta por cuticula
espessa (fig. 2B), por vezes se rompendo, as células epidérmicas estdo colapsadas. O
cortex € composto por alguns grupos de esclereides e tecido parenquimatico, com
espacos intercelulares grandes (fig. 2B). As células parenquimaticas apresentam
contetdo denso em decorréncia de compostos fendlicos (fig. 2B-2D; tabela 1). Ha
também conteudo amildceo em abundéncia (fig. 2D; tabela 1). O floema primério é
escasso e envolto por calotas de fibras, seguido do floema secundario, com compostos
fenolicos nas células parenquimaticas (fig. 2C; tabela 1). A zona cambial é pouco
evidente com numero varidvel de camadas (fig. 2B, 2C, 2E). O parénquima radial é
nitido e continuo aos tecidos xilematicos e floematicos secundarios (fig. 2B, 2C, 2E).

O xilema secundério tem elementos de vaso que ocorrem comumente agrupados,
também em menor frequéncia solitarios e geminados (fig. 2B, 2C, 2F). As fibras do
tecido xileméatico secundario mostram-se evidentes, assim como o0 tecido
parenquimatico axial (fig. 2C, 2F). O parénquima radial é multisseriado (fig. 2F). A
medula é parenquimatica e possui fibras isoladas (fig. 2F), as células parenquimaticas,

assim como as celulas corticais, possuem contetdo rico em amido (tabela 1).
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Fig. 2 Seccdo transversal da raiz epicortical em inicio de crescimento secundario de P. ovata. Barra: A,
Visdo geral. B, Detalhe da periderme, cértex (algumas células com compostos fendlicos), floema
secundario, zona cambial e xilema secundério. C, Detalhe do cilindro vascular: compostos fendlicos em
células parenquimaticas do tecido floematico secundério, diferenciacdo do elemento de vaso (ponta de
seta). D, Células corticais apresentando conteldo amilaceo e fendlico. E, Detalhe da zona cambial e
floema secundario com evidente continuidade do tecido parenquimatico radial aos tecidos secundarios,
xilemético e floematico (seta dupla). F, Xilema secundario e medula, com fibras evidentes na medula
(setas). A: contetdo amilaceo; C: cortex; Cf: compostos fenolicos; E: esclereides; F: fibras; F1: tecido
floematico primario; F2: tecido floematico secundario; Me: medula; P: periderme; Pr e seta dupla:
parénquima radial; Sc: sistema condutor; X2: tecido xilematico secundario; ZC: zona cambial. Dupla
coloracdo em A, B, C e F; azul de toluidina em D e tripla coloragéo 3:1:3 em E. 200 pm.
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3.3. Anatomia do haustdrio secundario de Phthirusa ovata (Pohl ex DC.) Eichler

As RE de P. ovata séo esverdeadas quando muito jovens (fig. 3A) e crescem
principalmente paralelas e muito préximas ao ramo da hospedeira D. miscolobium (fig.
3B, 3C). As RE mantém contato com a periderme da hospedeira e em intervalos
irregulares emitem haustorios secundéarios. Estes sdo evidentes externamente apenas

pela ligeira expansao lateral na regido em que é formado (fig. 3C).

* =
Py A
5 s s

Fig. 3 Raizes epicorticais de P. ovata. A, RE muito jovens no caule de D. miscolobium. Note que
crescem junto as fissuras na casca (setas). B, RE madura em ramo lateral da hospedeira. C, Detalhe de
haustorio secundario emitido pela RE de P. ovata em D. miscolobium. Dm: D. miscolobium; Hs:
Haustorio secundario; Po: P. ovata; RE: Raizes epicorticais.

Em secc¢éo transversal, nota-se projecdo da RE, alterando o formato da RE, entre
as fissuras na periderme (em ramos mais espessos) da hospedeira (fig. 4A). Ja em
galhos jovens e finos, a emissdo dos haustdrios secundarios de P. ovata ocorre pelas

lenticelas da periderme da hospedeira D. miscolobium (fig. 4B).

Células do sistema de revestimento e cortical de P. ovata que estdo na regido
adjacente ao ramo da hospedeira se projetam, alterando o formato da RE para manter
contato proximo, em direcdo a lenticela (fig. 4A, 4B) e posteriormente comprimem as
regides adjacentes as lenticelas da casca da hospedeira (fig. 4C). Células
parenquimaticas corticais voltam a se dividir anticlinal e periclinalmente para iniciar o
processo de penetracdo haustorial e se tornam alongadas, ligeiramente palicédicas (fig.
4D). Notam-se compostos fenolicos (tabelal) nas células corticais da hemiparasita sobre
galhos hospedeiros mais grossos e com casca fissurada (fig. 4D, 4E). As células
epidérmicas da hemiparasita também se tornam alongadas e com nucleos proeminentes

antes do rompimento peridérmico da hospedeira (fig. 4F).
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Fig. 4 Seccdo transversal da emissao do haustorio secundario de P. ovata em D. miscolobium. A, RE de
P. ovata projetando-se entre as fissuras da casca de D. miscolobium. B, RE de P. ovata projetando tecido
peridérmico pela lenticela (circulo) em D. miscolobium. C, Tecido peridérmico de P. ovata entre e nas
lenticelas de D. miscolobium (com circulo). D, Detalhe das células corticais alongadas de RE de P. ovata
em galho hospedeiro com espessa periderme. E, Tecido peridérmico de P. ovata penetrando na casca de
D. miscolobium. F, Detalhe das células peridérmicas com grande nicleo (setas) de P. ovata na regido de
contato com a casca de D. miscolobium. C: cortex; Cf: compostos fenélicos; Dm: D. miscolobium; F:
felema; P: periderme; Po: P. ovata. Dupla coloracdo safranina: azul de alcian (4:1) em 4A, 4D, 4E e 4F; e
tripla coloracdo 1:1:1 em 4B e 4C. Barra: 200 um.
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A ruptura da periderme, tecido cortical e floeméatico de D. miscolobium ocorre
entre as fibras (fig. 5A) e € acompanhada pela entrada das células de P. ovata (Fig. 5B,
5C). Algumas camadas acima dessas células, estd em diferenciagdo um grupo de
braquiesclereides contendo cristais prismaticos de oxalato de calcio (tabela 1), sendo
que os esclereides periféricos sdo celulas cristarque (esclereide com cristal em que o
espessamento da parede ocorre em formato de “U”) (fig. 5B). Préximo aos haustorios ja
formados, € notdria a divisdo periclinal e anticlinal das células de P. ovata durante a
penetracdo do cortex da hospedeira (fig. 5D). A penetracdo do haustorio no parénquima
cortical do 6rgdo da hospedeira projeta-se em uma unica direcdo (fig. 5D). Contudo,
apo6s o rompimento do cértex na regido contigua as fibras, as células da hemiparasita
penetram em D. miscolobium em diferentes direcdes (fig. 5E), por entre o floema e zona
cambial rompidos, rumo as camadas externas do xilema secundario. Ao alcancar o
xilema secundario de D. miscolobium, a interface hemiparasita-hospedeira €
inicialmente composta por células parenquimaticas da hemiparasita e células do tecido
xilematico secundario da hospedeira (fig. 5F).
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Fig.5 Penetracdo de P. ovata em D. miscolobium. A, Ruptura dos tecidos peridérmico, cortical e
floemético de D. miscolobium na regido em contato com P. ovata. Setas indicam extensdo da ruptura. B,
Células de P. ovata e células cristarque (grupo de braquiesclereides em diferenciacdo) na regido de
ruptura da periderme hospedeira. Cristais das células cristarque: setas. C, Células de P. ovata no cortex
rompido da hospedeira. D, Células de P. ovata em divisdo durante penetracdo adjacente a outro haustorio.
Cristais das células cristarque: setas. E, Células de P. ovata (setas) rumo ao xilema secundario da
hospedeira. F, Interface de contato parasita-hospedeira inicial. Setas: tiloses. C: cortex; CC: células
cristarque; Dm: D. miscolobium; E: grupo de braquiesclereides contendo cristais, sendo que os periféricos
sdo células cristarque; F: fibras; P: periderme; Pa: tecido parenquimatico; Po: P. ovata; T: tilose; e X2:
tecido xilematico secundario. Tripla coloragdo 1:1:1 em A, B e E; tripla coloragdo 3:1:3em C; e dupla
coloracdo safranina: azul de alcian (4:1) em D e F. Barra: 100pm.
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Apos a penetragdo, forma-se o corpo axial do endofito e durante seu crescimento
estende-se uma (fig. 6A) ou duas projecdes laterais que ocorrem tangencialmente ao
xilema secundario da hospedeira (fig. 6A, 6B1). Quando ha duas projecdes laterais, elas
sdo heterogéneas quanto ao comprimento e juntas podem circundar até metade do
cilindro xilematico da hospedeira. Posteriormente ao estabelecimento do endofito,
observa-se que a diferenciacdo das células sucede-se em todo o endéfito havendo uma
progressdo desta diferenciacdo da hemiparasita para a interface de contato com a
hospedeira (fig. 6A, 6B1). Lateralmente formam-se zonas de colapso (fig. 6B1). Nas
regides periféricas do endofito estdo presentes grupos de braquiesclereides contendo

cristais de oxalato de calcio, sendo que os periféricos séo células cristarque (fig. 6B1).

Na regido penetrada pela hemiparasita, cértex e floema da hospedeira séo
deslocados e rompidos (figs. 5E, 6A, 6B1). Em regides ndo-parasitadas, podem ocorrer
algumas tiloses e a zona cambial da hospedeira tem desenvolvimento normal (fig. 6B1).
J& nas regifes parasitadas, o cambio vascular é ativo, formando apenas xilema (fig.
6B2).

Inicialmente, na regido central do haustério ocorre um porcdo de células
notadamente meristematica com intensa coloracdo e nucleos proeminentes, as derivadas
se diferenciam em grupos de elementos de vaso e de braquiesclereides (fig. 6C, 6D). Os
elementos de vaso do enddfito sdo curtos com placas de perfuracdo simples e estdo
arranjados irregularmente, tendendo a formar corddes (fig. 6C—6E). Eles geralmente
possuem espessamento de parede escalariforme ou reticulado (fig. 6D), também sendo
possivel encontrar anelar e helicoidal. Entre os cordbes de elementos de vaso e a
interface parasita-hospedeira ha camadas de células parenquimaticas (fig. 6E). Com o
desenvolvimento e amadurecimento do haustdrio, formam-se cordbes axiais de
elementos de vaso e de grupos de braquiesclereides contendo cristais, sendo que 0s
periféricos sdo células cristarque, principalmente na regido central do haustorio (fig.
6F1). Podem ser notados cristais prismaticos também no tecido parenquimatico (fig.

6F2), adjacente as células cristarque (fig. 6F3).
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Fig. 6 Diferenciagdo do endofito de P. ovata. A, Inicio da diferenciagdo do endo6fito com uma projecao
lateral (arco). Setas: tiloses B1, Endéfito com corddes de elementos vaso na regido central e grupos de
esclereides contendo cristais (periféricos sdo células cristarque) na porcédo periférica do endofito. Regido
ndo-parasitada com zona cambial normal. B2, CAmbio vascular de D. miscolobium na regido parasitada
(seta). C, Detalhe da diferenciagdo do tecido haustorial em elementos de vaso e células cristarque. D,
Detalhe dos elementos de vaso com espessamento de parede reticulado e escalariforme. Nota-se placa de
perfuracdo simples (seta). E, Diferenciacdo celular em elementos de vaso («<») e em células sugadoras. F1,
Corddes de células cristarque e de elementos de vaso na matriz parenquimatosa haustorial. Setas — cristais
das células cristarque. F2, Cristal em célula parenquimatica. F3, Cristal da célula cristarque. E: grupo de
braquiesclereides contendo cristais, sendo que os periféricos sdo células cristarque; CS: células sugadoras;
EV: elementos de vaso; E-E: EV com espessamento escalariforme; E-R: EV com espessamento
reticulado; Pa: tecido parenquimatico; Z: zona de colapso; ZC: zona cambial. Dupla coloragdo em A, B, D
e F1; tripla coloragdo 1:1:1 em C e E. Barra: 200 pm em A, B1, C e E; 100 um em B2, D e F1; 10 um em
F2eF3.
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Na regido interfacial hemiparasita-hospedeira, a partir do momento que células
de P. ovata chegam as camadas mais externas do xilema secundério da hospedeira,
algumas dessas células se diferenciam gradativamente em células sugadoras (fig. 6E). J&
diferenciadas (fig. 7-8), elas séo alongadas (fig. 7B, 7C, 8B, 8D, 8E), possuem contetdo

denso, nucleo grande (fig. 7B) e parede celular espessada (fig. 7-8).

As células sugadoras se diferenciam em direcdo ao parénquima radial do xilema
secundario da hospedeira (fig. 7A, 7C) e ocorrem no interior dos raios dividindo-se
periclinalmente (fig. 7A, 7C, 8A), mas ndo atingem a medula. Quando em contato direto
com os elementos de vaso (fig. 7B, 7C), emitem diverticulos para o interior desses (fig.
7C, 7D). Em secc0es longitudinais, as células sugadoras apresentam curvatura antes de
entrarem em contato com células do tecido parenquimatico radial e elemento de vaso do
xilema secundario da hospedeira (fig. 7B, 8B, 8C). Além disso, células sugadoras sdo

mais frequentes em haustorios secundarios maduros em relagdo aos haustérios jovens.

Células parenquimaticas também compde a interface hemiparasita-hospedeira
(fig. 7A, 7D, 8B). Nota-se, contudo, que é nas adjacéncias das células sugadoras que a
diferenciacdo de elementos de vaso endofiticos é notéria (fig. 7D). Esses elementos de
vaso se distanciam das células sugadoras apenas por poucas camadas de células
parenquimaticas (fig. 7A, 7D). Nas adjacéncias dessa area em diferenciacao, formam-se
zonas de colapso que se dispde como um sino ou vaso invertido. Nas camadas mais

préximas a interface parasita-hospedeira ha grande deposi¢do de material escuro.

Ja desenvolvido, o corpo endofitico de P. ovata € formado de células da
interface de contato, cortex parenquimatico endofitico e tecido vascular xilematico. O
ultimo é composto por parénquima, elementos de vaso e grupos de esclereides contendo
cristais. N&o foi encontrada evidéncia de continuidade floematica entre o tecido vascular
da hemiparasita e o endofito, nem elementos floematicos no endé6fito. Em todo o érgédo
absortivo, tanto jovem quanto maduro até a RE da hemiparasita, € constante

amiloplastos nas células parenquimaticas.

Tilos podem ser observados em elementos de vaso de D. miscolobium, desde o
inicio da penetracdo haustorial (fig. 5F, 6A, 7B). Estes sdo encontrados apenas do lado
do contato hemiparasita-hospedeira (fig. 6A). Além disso, testes histoquimicos apontam

compostos fenolicos nos tecidos parenquimaticos axial (fig. 7D) e radial e em elementos
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de vaso do xilema secundario de D. miscolobium na zona préxima a interface

haustorial. Um material escuro, em tom azul, também ocorre preenchendo algumas

fibras na regido parasitada (fig. 7D).

Fig. 7 Células sugadoras de P. ovata. A, Células sugadoras (indicadas por setas) se espessam e entram
no parénquima radial do xilema secundéario da hospedeira. B, Detalhe das células sugadoras em contato
com elemento de vaso de D. miscolobium preenchido por tilose (setas). C, Células sugadoras (seta)
penetram no parénquima radial e diverticulos sdo emitidos no elemento de vaso (cabeca de seta) do
xilema secundario da hospedeira. Notam-se elementos de vaso da hemiparasita proximo as células
sugadoras. D, Detalhe do diverticulo das células sugadoras de P. ovata no interior do elemento de vaso
da hospedeira. Notam-se compostos fendlicos no parénquima axial e composto azulado de natureza
desconhecida nas fibras do Xilema secundario da hospedeira. CF: compostos fendlicos; CS: Células
sugadoras; Di: diverticulo; EI-Dm: elemento de vaso de D. miscolobium; EV: elementos de vaso da
hemiparasita; Fi: fibras; Pa: células parenquimaticas da interface de contato; X2: tecido xilematico
secundario. Dupla coloragdo. Barra: 200 pm.
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Fig. 8 Micromorfologia das células sugadoras de P. ovata. A, Células sugadoras de P. ovata entre
células de tecido xileméatico secundario de D. miscolobium. B, Células sugadoras em contato com
elemento de vaso de D. miscolobium, com células parenquimaticas acima dessas. C, Células sugadoras
curvam-se em dire¢do ao parénquima radial e elemento de vaso de D. miscolobium. D, Detalhe da células
sugadoras longas com parede espessada. E, Detalhe da parede das células sugadoras. F, Comunicacao
entre células sugadoras adjacentes (seta). CS: células sugadoras; EL- Dm: elemento de vaso de D.
miscolobium; Pa: tecido parenquimatico; X2- Dm: tecido xilematico secundario de D. miscolobium. A
11KV emAeal5KVemB,C,D,EeF.Barral0 pmemA,B,DeEe1l00umem CeF.
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Tabela 1 Resultados dos testes histoquimicos realizados em raizes epicorticais (RE) e no haustorio

secundario de Phthirusa ovata (Pohl ex DC.) Eichler.

Teste histoquimico
(composto)

Tecidos corados

RE

Haustorio secundario

Lugol (graos de amido)

Sudan Il (cutina)
Sudan 1V (cutina)

Dicromato de potassio 10%
(compostos fendlicos)

Acido acético glacial PA*
(carbonato de calcio)
Acido cloridrico 10%*
(carbonato de célcio)
Acido nitrico 10%*
(oxalato de calcio)

Parénquima cortical, parénquima
radial e medula parenquimatica
Felema
Felema
Cortex, floema secundario e
ocasionalmente parénquima
radial

Nao observado
Nao observado

Nao observado

Células parenquimaticas
endofiticas
N&o observado
N&o observado

Tecido parenquimatico
periférico do corpo endofitico

(-) : Grupo de esclereides e
tecido parenquimatico endofitico
(-) : Grupo de esclereides e
tecido parenquimatico endofitico
(+) : Grupo de esclereides e
tecido parenquimatico endofitico

* - uso exclusivo para evidenciar a natureza quimica dos cristais. (+):houve dissolucéo do cristal. (<): ndo houve
dissolucéo do cristal.

4. DISCUSSAO

4.1. Raiz epicortical de Phthirusa ovata (Pohl ex DC.) Eichler

Os tipos de revestimento das hemiparasitas aéreas tém sido investigados por
alguns autores (Calvin 1970; Metcalfe e Chalk 1979; Wilson e Calvin 2003; Dettke e
Milaneze-Gutierre 2009) com o intuito de agrupar caracteristicas de potencial
taxonémico e aumentar o conhecimento a respeito desse grupo (Metcalfe e Chalk 1979;
Wilson e Calvin 2003). Metcalfe e Chalk (1979) citaram que algumas espécies de
Loranthaceae formam “stber superficial”, tais como Loranthus Jacg. e Nuytsia R. Br. ex
G. Don. Nas espécies que ndo ha formacdo desse tecido, os autores descreveram o
revestimento superficial como epitélio cuticular, formado pela epiderme e estratos
corticais, que atualmente é creditada aos membros de Viscaceae, anteriormente
subfamilia de Loranthaceae. Esse epitélio cuticular tem sido reportado em algumas
espécies de Viscaceae (Calvin 1970; Wilson e Calvin 2003) e de Santalaceae (Wilson e

Calvin 1996; Wilson e Calvin 2003).

Contudo, na raiz epicortical de P. ovata foi encontrado tecido peridérmico e

células epidérmicas remanescentes, 0 que ndo se enquadra nas defini¢bes descritas por
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Metcalfe e Chalk (1979), assim como Tupeia antartica (G. Forst.) Cham. & Schitdl.
(Wilson e Calvin 2003). A formacdo de periderme também foi descrita para alguns
géneros de Santalaceae (Metcalfe e Chalk 1950) e em Loranthaceae (Wilson e Calvin
2003), como observado em P. ovata. Esses ultimos autores ainda afirmam que
periderme e lenticelas sdo especialmente comuns em espécies com raizes epicorticais.

Os dados encontrados em P. ovata corroboram essa afirmagéo dos autores.

As células parenguimaticas de P. ovata apresentam conteddo fendlico, fato ja
constatado em outras espécies de Loranthaceae (Venturelli 1984 apud Dettke e
Milaneze-Gutierre 2009; Salatino et al. 1993; Chiu 2005) e também nos caules de
algumas espécies de Viscaceae (Metcalfe e Chalk 1950; Dettke e Milaneze-Gutierre
2009). Além do cértex da RE, compostos fendlicos também foram observados nas
células floematicas de P. ovata, como em Gaiadendron (Kuijt 1964b) e no parénguima
radial, fato também em Struthanthus vulgaris Mart nas RE, chamadas pelos autores de
raizes adventicias. E interessante salientar que na medula da RE de P. ovata nio foi
visualizado contetudo fendlico, em contraste ao descrito por Chiu (2005) para a
hemiparasita aérea Taxillus tsaii S. T. Chiu e ocasionalmente em S. vulgaris (Salatino et
al. 1993). Como citado nesses trabalhos, o acimulo desses compostos pode estar
relacionado a protecdo ao ataque de patdgenos e herbivoros.

4.2. Penetracdo do haustorio de Phthirusa ovata (Pohl ex DC.) Eichler

Na espécie em estudo, observou-se que a RE mantém-se contigua as fissuras do
felema e os processos de adesdo e de penetracdo do haustorio secundario ocorreram
pelas lenticelas da planta hospedeira. Estudos anteriores a respeito da penetracdo
haustorial e desenvolvimento das plantulas das hemiparasitas haviam verificado que
esses processos estdo relacionados as caracteristicas dos galhos, localizagcdo na copa e
tamanho (Sargent 1995; Cazetta e Galetti 2007). Segundo Sargent (1995), é a espessura
da casca que pode favorecer a penetracdo da hemiparasita em galhos mais finos, pois é
menor a resisténcia da casca a penetracdo. Tubeuf (1930 apud Rizzini 1951) afirma que
a penetracdo de Loranthaceae pode ocorrer por fissuras existentes no tecido de
revestimento da planta hospedeira. Contudo, o presente estudo € o primeiro relato de

penetracdo pelas lenticelas da hospedeira.
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Lenticelas sdo regibes da casca de facil comunicacdo entre o tecido interior e 0
ambiente, pois sdo ricas em espacgos intercelulares (Mazzoni-Viveiros e Costa 2006),
assim como as fissuras. Outras espécies hospedeiras de P. ovata (Byrsonima
verbascifolia (L.) Rich. ex Juss. e B. coccolobifolia Kunth (Malpighiaceae), Miconia
albicans (Sw.) Steud. (Melastomataceae), Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(Fabaceae), Styrax ferrugineus Nees e Mart. (Styracaceae), Qualea multiflora (Mart.) e
Vochysia Aubl. sp. (Vochysiaceae)) também apresentam os caracteres no tecido de
revestimento supracitados, ou seja, lenticelas e/ou fissuras na casca. Esses caracteres
podem facilitar o processo de penetracdo, pois sdo regides menos espessas da casca, 0

que diminui a resisténcia do tecido de revestimento a infestacéo parasitica.

Um estudo realizado numa area de Cerrado com o estabelecimento da
hemiparasita aérea Struthanthus aff. polyanthus Mart. revelou que esse ocorreu
preferencialmente em espécies hospedeiras de casca “rugosa” — incluindo nessa
definicdo galho fissurado, fendido ou estriado (Arruda et al. 2006). Os autores
sugeriram que a menor quantidade de reentrancias de um galho liso é mais eficiente na
remocao das sementes da hemiparasita pelo vento do que em galhos rugosos. Assim
como um ramo fissurado pode aumentar a aderéncia das sementes de hemiparasitas, ele
pode também facilitar a penetracdo dos haustorios secundarios pela menor espessura da

casca nessas fissuras.

Além do intimo contato da RE com areas menos espessas da casca da hospedeira
que favorece a penetracdo, as células do tecido de revestimento de P. ovata em contato
com a hospedeira modificam o formato e provavelmente, desempenham papel
importante na adesdo da parasita na hospedeira (Kuijt 1971; Dobbins e Kuijt 1974a;
Venturelli 1980; Lee 2007). Antes da diferenciacdo das células epidérmicas, P. ovata
apresenta, na regido de contato com a hospedeira, grupos de esclereides contendo
cristais (sendo que os esclereides periféricos sdo células cristarque) e zonas colapsadas.
Esclereides sdo muito comuns neste ponto de entrada em hemiparasitas aéreas (dados

revisados por Kuijt 1969).

Quanto as zonas colapsadas, Thoday (1951) afirmou que essas sdo similares as
raizes contrateis, pois a contragdo dessas camadas de células pode ter influéncia para o
sucesso do orgdo intrusivo ja que elas podem se expandir radialmente e contrair

longitudinalmente (Wilson e Hooney 1966), gerando forca e pressdo sobre o tecido
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peridérmico da hospedeira, uma vez que a penetracdo rumo ao tecido xilematico deve

ser rapida e eficiente (Kuijt 1965).

De acordo com o descrito acima, as areas de fragilidade na casca da hospedeira
(lenticelas e fissuras) em contato proximo & RE da hemiparasita sdo pressionadas
mecanicamente por essa. Como resultado a pressdo para penetracdo da hemiparasita,
pode-se observar que ha a ruptura do sistema de revestimento epidérmico ou
peridérmico da hospedeira que ndo € plastico (Mazzoni-Viveiros e Costa 2006), e
também de tecidos mais internos, como o cortex e floema secundario de D.

miscolobium.

Segundo Kuijt (1969), uma caracteristica a ser especulada nos haustorios
santaleanos € a presenca da glande. Kuijt (1971) afirma que esse atributo seria
preponderante em haustérios secundarios, porém ndo foi observada nos haustorios
secundarios de P. ovata nesse estudo e nos de P. pyrifolia estudado por Kuijt (1965).
Além disso, Condon e Kuijt (1994) ndo a observaram no haustério priméario de
lleostylus micranthus Tiegh., nem Kuijt (1964b) em Gaiadendron, contudo foi
encontrada no haustorio primério de Struthanthus quercicola (Schltdl. & Cham.) Blume
(Kuijt 1971), P. pyrifolia (Dobbins e Kuijt 1974b) e S. vulgaris (Venturelli 1980). Esses
dados tém mostrado quao “enigmatica” é essa estrutura que carece de mais estudos para
confirmar a persisténcia ou auséncia desse caracter e ainda testar sua funcéo inicial, que
seria de agir na superficie hospedeira antes da penetracdo ou acdo durante esse processo
(Toth e Kuijt 1976; Venturelli 1980).

Em P. ovata, ndo ha evidéncias de mecanismos quimicos envolvidos na ruptura
dos tecidos hospedeiros. Em caso de agdo enzimatica pela hemiparasita, haveria
fragmentos celulares provenientes de lise celular da hospedeira na regido de penetracéo
(Kuijt 1977). Esse padréo de ruptura do tecido de revestimento da hospedeira, somente
mecanico, também foi relatado para outras hemiparasitas aéreas santaleanas por
Mathiasen et al. (2008).
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4.3. Estrutura e desenvolvimento do haustério secundario de Phthirusa ovata (Pohl
ex DC.) Eichler

Apobs o enddfito alcancar o xilema da hospedeira e se conectar ao Xilema da
hospedeira, a estrutura do haustorio de P. ovata se ramifica. Kuijt (1965) sugere que
apos o estabelecimento da conexdo haustorial, as células parenquimaticas da regido
central do endofito podem favorecer o mecanismo intrusivo da parasita. Esse autor
observou em estudos com lorantceas, como visto nesse estudo, que as projecdes
laterais do endofito separam o tecido floematico do xilematico da hospedeira na regido
cambial. Embora o cadmbio vascular seja parcialmente destruido, esse permanece ativo;
ndo sendo observado apenas nas proximidades das células sugadoras de P. ovata. J& na
regido ndo-parasitada, o cdmbio vascular da hospedeira continua sua atividade normal
(Venturelli 1980).

Em estadios bem avancados de diferenciacdo, observa-se que essas ramificacdes
sO ocorrem no ano de estabelecimento, ou seja, ndo ha ramificacdes anuais, semelhante
ao haustério secundéario de lleostylus micranthus (Condon e Kuijt 1994) e Santalum
acuminatum (R. Br) A. DC. (Tennakoon et al. 1997). Essa extensdo do haustorio no
interior da hospedeira tém recebido diferentes denominacgdes (Venturelli 1980; Condon
e Kuijt 1994; Tennakoon et al. (1997) e nesse trabalho foi chamada de projecéo lateral
(Tennakoon et al. 1997). Em P. ovata, essa projecdo pode ocorrer apenas para um dos
lados ou ser bilateral, o que a difere da espécie P. pyrifolia, em que apenas uma
projecdo lateral foi relatada (Thoday 1961), um atributo que pode ser consequéncia da

idade do haustério.

Quando desenvolvido, o enddfito de P. ovata é organizado por células
parenquimaticas (ocasionalmente com cristais prismaticos de oxalato de calcio),
elementos traqueais, grupos de esclereides contendo cristais sendo que os periféricos
sdo células cristarque, zonas colapsadas e células sugadoras. Braquiesclereides e
idioblastos contendo cristais prismaticos, como relatado nesse estudo, sdo frequentes em
folhas, caule e haustdrio de hemiparasitas aéreas (Kuijt 1964b; Metcalfe e Chalk 1979;
Wilson e Calvin 1996; Ashworth e Santos 1997; Kuijt e Lye 2005a; Dettke e Milaneze-
Gutierre 2009). Inclusive esclereides formando células cristarque ja foram encontradas
nas venacoes foliares de Phthirusa pyrifolia (Kuijt 1964b) e de Phthirusa lepidobotrys

Eichler (Kuijt e Lye 2005a). Ja no enddfito, esclereides (sem cristais) no interior do
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corpo haustorial sdo encontrados apenas em algumas hemiparasitas aéreas (Kuijt 1969),
como por exemplo, em Psittacanthus ramiflorus (Kuijt e Lye 2005b) e nas regides
periféricas do endofito de S. vulgaris (Venturelli 1980).

Funcionalmente os cristais prismaticos (em idioblastos e esclereides) conferem a
planta protecdo contra a herbivoria e servem de depoésitos de célcio, enquanto os
esclereides d&o rigidez, sustentacdo e também protecdo as plantas. Esses idioblastos e
braquiesclereides com cristais prismaticos encontrados em P. ovata aliados as células
sugadoras, que ocorrem no parénguima radial e nos elementos de vaso do Xxilema
secundario da hospedeira (serd discutido em detalhes no tépico 4.4), podem ser
caracteristicas distintivas desse género ou dessa espécie.

Caracteristicas de parasitas santaleanas (Kuijt 1977), as zonas de colapso
também ocorrem em P. ovata e se localizam especialmente préximas as células
sugadoras da interface de contato. Kuijt (1971) observou zonas colapsadas no haustorio
primario de Struthanthus quercicola (Schitdl. & Cham.) Blume e também Venturelli
(1980) ao estudar o haustdrio primario de Struthanthus vulgaris (Vell.) Mart. Condon e
Kuijt (1994) alegam que os tecidos desta zona tém uma predisposi¢do ao colapso. Ja 0s
elementos traqueais de P. ovata possuem lignificacdo semelhante a de outras
lorantaceas (Kuijt 1964a; Kuijt 1965; Kuijt 1969; Calladine e Pate 2000), assim como 0
desenvolvimento (diferenciacdo dos mesmos), que s6 ocorre apds o0 contato com oS
tecidos hospedeiros (Riopel e Musselman 1979; Calladine e Pate 2000). Eles se
diferenciam em todas as regides do eixo haustorial convergindo para a interface de

contato, especialmente para as células sugadoras.

Tecido floematico ndo foi observado no corpo do haustorio de P. ovata,
corroborando com as caracteristicas vasculares de outras hemiparasitas (Rao 1942; Kuijt
1969; Calladine e Pate 2000), com algumas exce¢Oes (Calvin 1967; Condon e Kuijt
1994). Isso pode caracterizar que o transporte de carboidratos dissolvidos ndo aconteca
da raiz epicortical para o enddfito. Além disso, a auséncia de contato com o floema
hospedeiro ou formagdo de células floeméaticas por P. ovata reforcam que esta
hemiparasita depende apenas da conexdo Xxilematica, assim como visto nas demais

lorantaceas por Nickrent (2002) quanto a dependéncia nutricional.
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4.4. Interface de contato hemiparasita-hospedeira

A regido do sistema vascular a que a hemiparasita se liga é importante para
compreensdo do seu requerimento nutricional (Nickrent 2002) e para subsidiar o
entendimento dos mecanismos usados na conducao de agua e nutrientes da hospedeira a
parasita (Hibberd e Jeschke 2001; Mathiasen et al. 2008). Em P. ovata, essa conexao é

feita por células parenquimaticas e células sugadoras.

As células sugadoras da hemiparasita estudada apresentam amadurecimento
gradual, o que também foi reportado por Rizzini (1951) que as denominou de
“sugadores” ao estudar o parasitismo de Struthanthus marginatus Blume crescendo em
monocotileddneas. Semelhante ao descrito por esse autor, as células sugadoras de P.
ovata sdo células longas com citoplasma denso e nucleo grande quando ja ocorreu a
penetracdo do tecido xileméatico da hospedeira e estdo desenvolvidas. Citoplasma denso
e nlcleo grande sdo indicativos que essas células estdo ativas metabolicamente (Lee
2007). Esse nucleo proeminente ocorre em todas as células da interface de contato de P.
ovata, aspecto também ocorrente em I. micranthus (Condon e Kuijt 1994) e em Nuytsia
floribunda R. Br. (Calladine e Pate 2000).

A forma alongada, como em palicada, de algumas das células da interface de
contato de P. ovata é similar as células de outras loranticeas (Rizzini 1951; Condon e
Kuijt 1994; Calladine e Pate 2000) e se assemelha inclusive as presentes em
hemiparasitas de raiz de Scrophulariaceae (Elias et al. 2001; Heide-Jgrgensen e Kuijt
1993). Outra caracteristica apresentada por essas células é o espessamento de parede
quando ja diferenciadas. Esse ja foi relatado em células de interface de outras espécies
de hemiparasitas (Smith e Gledhill 1983; Calladine e Pate 2000; Condon e Kuijt 1994;
Elias et al. 2001) e ele pode aumentar a rigidez da célula parasita, permitindo resistir a

pressdo hidrostatica sem colapsar, favorecendo o transporte entre hospedeira e parasita.

As células sugadoras de P. ovata estdo em contato direto com os elementos de
vaso do tecido xilemético secundario da hospedeira, como salientado por Rizzini (1951)
e Venturelli (1980) em espécies de Struthanthus Mart. A invasdo dos elementos de vaso
do tecido xilematico da hospedeira, conforme foi visto em P. ovata, foi citado em
hemiparasitas aéreas e de raiz (Kuijt 1969; Kuijt 1977; Calladine e Pate 2000).
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Thoday (1961) destacou a ocorréncia de células de interface similares nos
géneros neotropicais Phthirusa, Struthanthus e também no género monotipico da Nova
Zelandia lleostylus micranthus. Esse autor descreveu que as espécies P. pyrifolia, P.
theobromae (Willd.) Eichler, P. seitizii Krug & Urb e P. adunca (G. Mey.) Maguire (as
trés Ultimas, atuais sinébnimos de Phthirusa stelis (L.) Kuijt) apresentam células de
interface que penetram no xilema secundario das hospedeiras. A auséncia de detalhes

nesse trabalho tornou o conhecimento dessas estruturas impreciso.

Em pesquisas posteriores, essas células ndo foram observadas em |. micranthus
(Condon e Kuijt 1994), mas foram descritas em Struthanthus, como células sugadoras
(Venturelli 1980) e em Phthirusa (esse trabalho), o que pode indicar que elas ocorrem
apenas nesses dois géneros neotropicais. Outros membros da familia Loranthaceae
(Calladine e Pate 2000), Scrophulariaceae (Kuijt 1977) e Santalaceae (Toth e Kuijt
1976; Tennakoon et al. 1997) também possuem células alongadas e diferenciadas na
interface de contato parasita-hospedeira (Kuijt 1969), embora distintas das células aqui

encontradas.

As células sugadoras observadas no parénquima radial do xilema hospedeiro
tornam-no hipertrofiado, como visto por Venturelli (1980) em haustério priméario de S.
vulgaris. Porém, essa autora ndo observou a divisdo periclinal dessas células sugadoras
no parénquima radial como encontrado em P. ovata. Kuijt (1964a) relatou em sua
revisao que necrose e hipertrofia sdo respostas comuns ao parasitismo de hemiparasitas
aéreas, embora reforce que hipertrofias graves ocorrem em combinacBes raras de

hospedeira-parasita.

As células sugadoras de P. ovata parecem ser importantes para a conducao de
agua e nutrientes devido a crescente diferenciacdo e quantidade de elementos traqueais
naquela regido endofitica. Porém, é necessario reiterar que a maior parte da interface de
contato € composta por células parenquimaticas comuns, como ocorre em Viscaceae
(Calvin e Wilson 1995; Fineran e Calvin 2000) e que n&o foi visto contato direto entre
elementos de vaso da hemiparasita e da hospedeira, semelhante ao descrito em outras
lorantaceas (Venturelli 1980; Calladine e Pate 2000). Apesar do conhecimento dos
componentes celulares da interface de contato de P. ovata ndo foi possivel indicar qual
rota € usada nessa especie para o transporte de solutos, ao passo que outras analises sao

necessarias para evidenciar isso (Coetzee e Fineran 1987).
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Na regido de interface parasita-hospedeira, a presenca de substancia escura
semelhante a observada nesse estudo, também foi citada por Rizzini (1951) na espécie
S. marginatus e por Menzies (1954 apud Condon e Kuijt 1994) em |. micranthus. O
primeiro autor afirma que essa substancia pode favorecer a absorcdo de solutos pelas
células sugadoras junto aos elementos de vaso da hospedeira, ja o ultimo sugere que a
substancia parece impedir a condugdo luminal nessas regifes. Em vista dessas
consideracgdes antagonicas, mais detalhes em futuras observagdes dessa substancia séo
necessarias para a concepcdo de sua real funcdo no transporte de solutos entre

hospedeiras e parasitas.

4.5. Resposta da hospedeira Dalbergia miscolobium Benth. ao parasitismo

Segundo Kuijt (1965), o tecido xilematico hospedeiro frequentemente responde
a presenca de haustérios por uma excessiva producdo de taninos, pela extrusdo de
substancias como resinas dentro dos elementos traqueais ou pela formacgéo de tiloses.
Nesse estudo, a hospedeira D. miscolobium apresentou maior quantidade de tilos na
regido de contato com a parasita P. ovata. Além disso, células com substancias fendlicas
foram encontradas na regido parasitada. Resposta similar foi encontrada num genétipo
resistente de Helianthus annuus L. parasitada por Orobanche cumana Wallr.
(Echevarria-Zomefio et al. 2006) e em trés espécies de Mimosa parasitadas por

Pilostyles ulei Solms (Amaral e Ceccantini 2011).

As respostas observadas no parénquima radial, axial e elementos de vaso do
xilema secundario de D. miscolobium, em uma zona préxima a interface de contato,
reforcam a ideia de que as plantas que estdo em processo de parasitismo tentam se
proteger por processos mecanicos e quimicos (Cameron et al. 2006). Desse modo, 0s
tilos representam protecdo mecénica ao parasitismo e os compostos fendlicos, protecdo
quimica. Nesse estudo, tilos foram encontrados apenas nos elementos de vaso da
hospedeira, diferente do encontrado por Calvin (1997) em que o surgimento de tilos
ocorreu na espécie hospedeira Juglan californica var. hindsii Jepson e também na

parasita Phoradendron macrophyllum (Engelm.).
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Kuijt (1965) sugeriu que “a formagdo de tiloses e a deposicdo de materiais ndo
identificados de coloragdo escura em raizes e ramos atacados estabelece para ambos
fendmenos como respostas patologicas”. Tal resposta é irreversivel e impede o
transporte de agua pelos elementos condutores contiguos ainda ativos (Costa et al.
2006). Como esse processo ocorre apenas nos elementos de vaso, supomos que agua,
nutrientes e outros compostos presentes na seiva Xilematica sdo absorvidos pela
hemiparasita por meio dos parénquimas radial e axial, o que é reiterado pela presenca

das células sugadoras nos elementos de vaso e no parénquima radial.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos em P. ovata indicam que lenticelas e fissuras na casca da
hospedeira facilitam a penetracdo por haustérios secundarios de hemiparasitas. A
caracteritica da casca no estabelecimento de hemiparasitas ja havia sido relatada para
haustorios primarios (Arruda et al. 2006). Contudo, este é o primeiro relato de
penetracdo pelas lenticelas da casca hospedeira. Modificagcbes morfoldgicas nas células
que fazem contato com a hospedeira e possivel pressdo mecanica, parecem ter

contribuicdo para o sucesso do processo de penetracao.

Estruturalmente, o haustério da espécie estudada se assemelha com de outras
espécies ja estudadas tanto jovens quanto maduros. ApoOs  diferenciacdo e
desenvolvimento destacam-se 0s aglomerados de esclereides contendo cristais (e células
cristarque nos esclereides periféricos) e parénquima contendo cristais prismaticos em
todo o corpo endofitico. Essas estruturas sao pouco reportadas em outros trabalhos de
hemiparasitas aéreas e podem ser usadas como caracteres taxondmicos, além de estarem

funcionalmente associadas a sustentagéo, protecdo e deposito de célcio no enddfito.

A interface de contato de P. ovata possui algumas células parenquimaticas
alongadas, de parede espessada e bem evidentes que penetram no tecido Xilematico de
sua hospedeira, as células sugadoras. Elas sdo similares as células de interface descritas
no género Struthanthus (Rizzini 1951; Venturelli 1980), assim como outras
caracteristicas estruturais de P. ovata compartilnadas com esse género. As células

sugadoras sd@o bem evidentes. A estrutura em haustérios jovens e em estagio mais
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avancado de diferenciacdo tecidual reiteram que a constituicdo da interface de contato é
dada apenas por células parenquiméticas da hemiparasita com o xilema secundario da
hospedeira, sem conex&o xilema-xilema. Esses dados agregam implica¢fes nutricionais,
mas ndo € possivel caracterizar as rotas de transporte de P. ovata, sendo necessarias
outras andlises. Apesar da hospedeira D. miscolobium ter apresentado mecanismos de
resisténcia ao parasitismo, como tiloses e compostos fenodlicos, a hemiparasita
prosseguiu com sucesso 0 desenvolvimento de seu haustério secundario mesmo perante

tais barreiras.
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CAPITULO 2

Respostas fisiologicas da hemiparasita Phthirusa
ovata (Pohl ex DC.) Eichler em hospedeira
fixadora e nao-fixadora de nitrogénio e

ImplicacOes do parasitismo
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1. INTRODUCAO

Hemiparasitas aéreas sdo plantas encontradas em diversos habitats, crescem em
galhos de arvores e arbustos e dependem inteiramente dessas para adquirir nutrientes
minerais, agua e nitrogénio (Bell e Adams, 2011). Para obter esses recursos e atender
seus requerimentos nutricionais, plantas hemiparasitas se conectam ao xilema da planta
hospedeira por meio do haustério, 6rgdo semelhante as raizes (Rizzini, 1951).
Geralmente mantém taxas transpiratorias superiores a de suas hospedeiras (Glatzel,
1983; Ullman et al., 1985; Schulze et al., 1991), tolerando potenciais hidricos mais
negativos que de suas hospedeiras. Muitos estudos (Tennakoon et al., 1997; Radomiljac
et al.,, 1998; Wang et al., 2007) tém mostrado que além desses recursos, muitas
hemiparasitas obtém parte, ou a maioria, dos seus requerimentos de carbono (C) e
nitrogénio (N) como compostos organicos (ex. aminodcidos) dissolvidos na seixa

xilematica da hospedeira.

Como as folhas da hemiparasita e hospedeira compartilham a mesma seiva
xilematica, as concentracfes dos nutrientes em hemiparasitas aéreas podem estar
altamente correlacionadas com a concentracdo dos mesmos nas hospedeiras (Glatzel e
Geils, 2009). Além disso, como o transporte de nutrientes para a parte aérea das plantas
é dependente da transpiracdo, alguns autores tém sugerido que hemiparasitas podem
regular o uso da agua para evitar deficiéncia em N (Ehleringer et al., 1985; Schulze et
al., 1991; Wang et al., 2007). O N foi sugerido ser o nutriente mais limitante para o
desenvolvimento de hemiparasitas (Schulze et al., 1984) e também é considerado o
nutriente mais limitante na maioria dos ecossistemas terrestres (LeBauer e Treseder,
2008). A significancia desse nutriente se deve ao fato da produtividade fotossintética
estar geralmente relacionada a disponibilidade de N (Evans, 1983; Epstein e Bloom,
2006). O N e constituinte de um grande nimero de importantes compostos. No aparato
fotossintético, ele faz parte dos pigmentos e enzimas, como clorofila e Rubisco; além
disso, compBe véarios compostos envolvidos na dissipacdo de energia, como as
xantofilas (Demming-Adams e Adams, 1992; Pompelli et al., 2010). Assim, a absor¢édo
desse substrato (N) e sintese desses compostos nitrogenados é considerada limitante ao

crescimento e desenvolvimento vegetal (Ramalho et al., 2000).

Hemiparasitas de raiz e aéreas podem preferir ou mesmo apresentar melhor

desempenho quando crescendo em hospedeiras com elevado contetido de N, como em
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espécies da familia Leguminosae que tenham associacdo com bactérias fixadoras de N
(Seel e Press, 1993; Radomiljac et al., 1999; Bowie e Ward, 2004). Em hospedeiras
com menores conteudos de N, Schulze et al. (1984) sugerem que hemiparasitas podem
ter um uso menos conservativo da agua para suprir seus requerimentos em N. Isso se
baseia na hipotese que as maiores taxas transpiratorias da hemiparasita representam um
mecanismo para ampliar a captura passiva de N em hospedeiras com baixas quantidades
de N na seiva xilematica. Assim, o N seria um fator chave na regulagdo da transferéncia

de solutos da hospedeira para a parasita (Stewart e Press, 1990).

Essas respostas metabdlicas na relagdo parasita-hospedeira sdo complexas. Além
da disponibilidade de N, outros fatores também podem afetar o desempenho das
hemiparasitas, como caracteristicas de trocas gasosas das hospedeiras e da prépria
hemiparasita (Givnish, 1986 apud Marshall et al., 1994; Strong et al., 2000; Mathiasen
et al., 2008), disponibilidade hidrica (Ehleringer et al., 1986), temperatura e irradiancia
(Luttge et al.,, 1998). Com o intuito de averiguar a influéncia do ambiente em
hemiparasitas e suas hospedeiras, Littge et al. (1998) investigaram a capacidade
fotossintética de hemiparasitas no Cerrado comparando com a de suas hospedeiras em
trés fisionomias que diferiam quanto a exposicdo luminosa (campo rupestre — muito
exposto, cerrado — semi exposta, e mata de galeria — sombreada) e também analisaram a
capacidade fotossintética da hemiparasita em hospedeiras acumuladoras e néo-
acumuladoras de aluminio (Al). Exceto no ambiente amplamente exposto ao sol,
hemiparasitas apresentaram capacidade fotossintética semelhante a de suas hospedeiras.
Além disso, o desempenho fotossintético das hemiparasitas ndo diferiu em hospedeiras

acumuladoras e ndo-acumuladoras de Al.

Scalon (2010) comparou hemiparasitas em hospedeiras acumuladoras e néo-
acumuladoras de Al no Cerrado quanto as respostas fisioldgicas. A hemiparasita
Phthirusa ovata (Pohl ex DC.) Eichler em duas hospedeiras distintas (uma acumuladora
e outra ndo-acumuladora de Al) apresentou diferencas quanto as concentragdes foliares
de Al, célcio (Ca), magnésio (Mg) e densidade estomatica. Segundo a autora, essas
variag0es podem estar relacionadas as caracteristicas intrinsecas das duas hospedeiras,
como diferentes padrdes fenoldgicos (uma é sempre-verde e a outra brevidecidua),

particularidades do metabolismo, entre outros. Ela também analisou as implicacbes do
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parasitismo comparando individuos parasitados e ndo-parasitados e relatou que, de uma

maneira geral, a presenca da hemiparasita ndo afetou o desempenho da hospedeira.

Como a hemiparasita extrai recursos de sua hospedeira, o efeito do parasitismo,
estudado por Scalon (2010), é um importante aspecto da associacdo parasita-hospedeira.
Embora hemiparasitas aéreas sejam menos danosas as hospedeiras que holoparasitas,
elas podem afetar o balanco hidrico, nutricional, de trocas gasosas de suas hospedeiras,
além de outros efeitos deletérios, como os relatados por Mouréo et al. (2009) e Cuevas-
Reyes et al. (2011) no campo rupestre do Cerrado que encontraram respectivamente
reducdo na taxa de sobrevivéncia e fecundidade e aumento na assimetria foliar.
Contudo, as implicacGes da infestacdo por hemiparasitas aéreas podem variar de
nenhum sinal aparente a graves efeitos em suas hospedeiras (Stewart e Press, 1990).
Fatores como grau de especificidade da hemiparasita, composicdo da associacao
(espécies) e intensidade da infestacdo (nimero de parasitas por individuo hospedeiro)
podem ser fatores que expliquem essas diferentes respostas das hospedeiras (Cuevas-
Reyes et al., 2011).

Claramente, pesquisas de cunho fisiologico sdo necesséarias para elucidar o
impacto da condi¢do (nutricional, hidrica e/ou produtividade fotossintética) da
hospedeira nas respostas da planta parasita e vice-versa (Bell e Adams, 2011). O estudo
dessas relacOes parasita-hospedeira se torna mais interessante em um ambiente como o
Cerrado em que as altas taxas de irradidncia, unidas a sazonalidade das chuvas e & alta
demanda evaporativa, torna muito importante um ajuste adequado entre processos
assimilatérios e ndo assimilatorios visto a forte depressdo da condutancia estomatica nos
periodos de maior irradiancia e de maior demanda evaporativa da atmosfera (Franco e
Llttge, 2002; Franco et al., 2007), o que pode limitar a obtencdo de recursos pela
hemiparasita via transpiracdo foliar. Assim, a disponibilidade de nutrientes nas
hospedeiras, especialmente do N, pode ser determinante para o sucesso da hemiparasita

perante as condi¢des ambientais do Cerrado.

Esse estudo teve como objetivo avaliar as respostas fisioldgicas da hemiparasita
P. ovata crescendo em uma hospedeira leguminosa fixadora de N (Dalbergia
miscolobium Benth.), com maior disponibilidade desse recurso em relacdo a hospedeira
ndo-fixadora de N (Byrsonima verbascifolia (L.) Rich. ex Juss.- Malpighiaceae). Além

disso, avaliar o efeito do parasitismo nas respostas fisiologicas dessas hospedeiras,
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comparando individuos parasitados e ndo-parasitados por P. ovata. Os seguintes
parametros fisioldgicos foram analisados: nutrientes foliares, balango hidrico, teores de
pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas, capacidade fotossintética e uso da energia

fotossintética em processos fotoquimicos e nao-fotoquimicos.

2. HIPOTESES

Phthirusa ovata ter4& maiores concentracdes foliares de N, de clorofila, taxas
fotossintéticas, capacidade fotossintética, rendimento quantico e também
menores taxas de fotoinibicdo quando crescendo sobre Dalbergia miscolobium
(Fabaceae), hospedeira leguminosa com associacdo simbidtica com bactéria
fixadora de N, (Cordeiro, 2000), em detrimento ao crescimento sobre Byrsonima
verbascifolia (Malpighiaceae), hospedeira ndo-fixadora, evidenciando a resposta

positiva a maiores concentracdes de N na fisiologia da planta parasita.

A presenca da hemiparasita P. ovata ir4 afetar negativamente a capacidade
fotossintética, trocas gasosas, balanco nutricional e hidrico das hospedeiras D.
miscolobium e B. verbascifolia, em relacdo aos individuos ndo-parasitados das
mesmas espécies, devido a competicdo pelos recursos (&gua, nutrientes,

compostos organicos e também luz) dessas hospedeiras com a hemiparasita.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Area de Estudo e amostragem de individuos

O estudo foi realizado na Reserva Ecoldgica do Roncador do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE), localizada a 35 km ao sul de Brasilia-DF
(15° 56' 41" S e 47° 53' 07" W). Esta reserva é integrante da Area de Protecio
Ambiental (APA) Distrital Gama-Cabeca de Veado e cobre um total de 10.000 hectares
de area continua protegida. A altitude média é de 1.100 m. O clima € tipicamente

sazonal, com duas estacOes bem definidas: uma chuvosa e outra seca. A chuvosa
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comeca em setembro ou outubro e se prolonga até abril ou maio. Durante a estacéo seca

geralmente chove menos de 5 mm por més.

No ano do estudo, 2011, a precipitacdo media anual foi de 1.386 mm, com
valores nulos nos meses de junho, julho, agosto e, proximo a nulo, em setembro. A
umidade relativa do ar e taxa de precipitacdo, tiveram seus menores valores médios
também nesses meses (fig. 1A). A temperatura média anual foi de 22,1 °C e 0s menores

valores de insolacdo ocorreram nos meses chuvosos (fig. 1B).
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Figura 1. Médias mensais das médias diarias dos dados climéaticos da Reserva Ecoldgica do Roncador do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE) em 2011. A — precipitagdo e umidade
relativa do ar; B — temperatura e insolacdo (duracdo do brilho solar). Dados fornecidos pela estacdo
metereoldgica da RECOR/IBGE (Fonte: www.recor.org.br).
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Na estacdo chuvosa, foram escolhidos 6 individuos adultos de Dalbergia
miscolobium, sendo 3 deles parasitados com Phthirusa ovata e 3 ndo parasitados, como
controle. Na mesma &rea, também foram selecionados 6 individuos adultos de
Byrsonima verbascifolia, sendo 3 parasitados com P. ovata e 3 ndo parasitados. Na
estacao seca, procedeu-se a escolha de 10 individuos de cada uma das duas espécies, D.
miscolobium e B. verbascifolia, sendo 5 deles parasitados por P. ovata e 5 néo-
parasitados. Esses individuos estavam na mesma area e com tamanho semelhante aos da
estacdo anterior, mas distintos aqueles. Devido a impossibilidade de medir todas as
plantas no mesmo dia e com o intuito de manter a homogeneidade da coleta dos dados
nas duas hospedeiras, as plantas foram distribuidas, para organizagdo temporal da
amostragem, em 5 “grupos”. Cada grupo foi assim constituido de 1 individuo de D.
miscolobium ndo-parasitado, 1 individuo de B. verbascifolia ndo-parasitado, 1 individuo
de D. miscolobium parasitado e sua respectiva planta parasita (P. ovata) e 1 individuo
de B. verbascifolia parasitado e sua respectiva planta parasita (P. ovata), totalizando 6
plantas por grupo. Para cada grupo foi criada uma sequéncia de amostragem desses

individuos para o curso diario, alterando essa sequéncia de um grupo para o outro.

Parametros fisioldgicos foram medidos no final da estacdo chuvosa (abril/2011)
e no auge da estacdo seca (julho—agosto/2011) a fim de comparar o efeito de diferentes
hospedeiras na fisiologia da hemiparasita aérea P. ovata e o efeito do parasitismo nas
hospedeiras D. miscolobium e B. verbascifolia comparando individuos parasitados e ndo
parasitados perante as duas condi¢cBes sazonais do ambiente. A éarea de estudo
corresponde ao cerrado sentido restrito e esta representada na figura 2.
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Figura 2. Reserva Ecoldgica do Roncador do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(RECOR/IBGE) com area do estudo representada por retangulo. (Fonte: IBGE, 2004).

3.2. Medidas de trocas gasosas e de Fluorescéncia da clorofila a

Foram realizadas medicOes de trocas gasosas (nas duas estacOes) e de
fluorescéncia da clorofila a (apenas na estacdo seca) ao longo de um curso diario. Essas
foram tomadas em condicdes de luz, temperatura e umidade do ambiente. As medicgdes
foram tomadas a cada 2 horas, com a primeira iniciada as 08h e a Gltima as 16h, com

um total de cinco medidas durante o dia.

As taxas de trocas gasosas foram tomadas com uso de um sistema aberto e
portatil de medicdo de trocas gasosas por infravermelho (IRGA, modelo LCi; ADC
BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK). Os seguintes parametros foram mensurados:
assimilacdo liquida de CO; (Acoz), condutancia estomatica (gs) e transpiracéo (E).
Também foram medidas a temperatura no interior da cdmara, a densidade de fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos, temperatura foliar e a concentragdo de CO,
atmosférico. Os valores instantaneos da eficiéncia do uso da agua (EUA) foram obtidos
dividindo-se Aco, por E e da eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) pela razéo
Acoz por gs (Larcher, 2000).

Foram amostradas duas folhas totalmente expandidas e sadias de cada uma das
plantas selecionadas. As medidas foram tomadas em triplicata por folha/foliolos, apds

periodo de aclimatacdo. Esse foi identificado pela estabilidade na leitura de Acoz € E.
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Para individuos parasitados, as medidas foram tomadas no ramo parasitado em folhas
localizadas acima do ponto de insercdo da parasita. Para D. miscolobium, dois foliolos
da porcdo central de cada folha foram colocados no interior da cdmara do IRGA. Esses
foliolos foram desenhados ao final do curso diario e suas areas obtidas por meio do
medidor de area foliar Win-DIASZ (Delta- T Devices, Cambridge, UK). Os parametros
de trocas gasosas medidos em D. miscolobium foram recalculados em funcéo da &rea
dos foliolos que ocupava a camara do IRGA.

Medicbes de fluorescéncia foram realizadas sucessivamente as de trocas gasosas
nas mesmas folhas/foliolos utilizando um fluorémetro de amplitude de pulso modulado
(PAM 2100, Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha). Foram realizadas medidas de
fluorescéncia ao longo do curso diario, além de uma medida 19-20h e outra antes do
amanhecer. Além dos valores de fluorescéncia, mediu-se a temperatura foliar e a
densidade do fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFF, A= 400- 700nm) que cada

planta mensurada esteve sujeita.

As 19-20h e antes do amanhecer, mediu-se a fluorescéncia minima (Fo),
aplicando-se a luz modulada de baixa intensidade e posteriormente um pulso de luz
saturante para se obter a fluorescéncia maxima (Fr). A tomada dessa Ultima medida foi
feita cobrindo a folha contida na camara com pano escuro para evitar que a
luminosidade do pulso saturante incidisse também nas folhas vizinhas. A partir de tais
dados calculou-se o rendimento quantico intrinseco do fotossistema Il (F./Fn), dado
por: Fy/Fm = (Fm-Fo)/Fm (Maxwell e Johnson, 2000).

Ao longo do curso diario, foram medidas a fluorescéncia das folhas aclimatadas
a luz ambiente em estado estavel (F;), a fluorescéncia maxima da folha aclimatada a luz
(F’m) obtida com a aplicacdo de um pulso de luz saturante que se sobrep0s a luz vigente
e a fluorescéncia minima da folha aclimatada a luz (F’o), ap0s 5 segundos sob
incidéncia de luz vermelho distante e coberta por pano escuro para evitar a incidéncia de
luz. Calculou-se o rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (®ps;), como:
®Ops=(F'n-F)/F'm (Maxwell e Johnson, 2000; Franco et al., 2007). O rendimento
guéantico efetivo do fotossistema Il (PSII) foi usado para calcular a taxa aparente de
transporte de elétrons do PSII (ETR). Considerando-se a parti¢ao igualitaria da energia
de excitacdo entre os dois fotossistemas, a ETR foi calculada como ®ps;; X DFF x 0,5,

dada em pmol elétrons.m?.s™.
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De acordo com Kramer et al. (2004) foi calculado a proporcdo dos centros de
reacdo do fotossistema Il abertos (qL), sendo qL=((F'm-F)/(F'm-F')).(Fo/F), 0
rendimento quantico da extingao néo-fotoquimica (Pnpg), relacionado a fotoprotecéo e
definido como: ®npg =1-@psy-(1/(((Fm-F'm)/F'm)+1+gL.(Fm/Fo-1))) e o rendimento
quantico da extingdo associada a outros processos ndo fotoquimicos (Pno) definido
como: DPno=1/(((Fm-F'm)/F'm)+1+gL.(Fn/Fo-1)). A soma dos trés parametros (Ppgyt+
Dnpot Do) éigual a 1.

3.3. Potencial hidrico

O potencial hidrico foliar (Wf) foi medido em campo com uso da bomba de
pressdo de Schélander modelo 1000 (PMS, Corvallis, OR, EUA). As medidas foram
realizadas em dois periodos do dia, antes do nascer do sol —entre 5 e 6 h — e ao “meio-
dia” — entre 12 e 14h, para obter respectivamente o Wf maximo (Wfns) € minimo
(Wfmin). Ramos de D. miscolobium e P. ovata e folhas de B. verbascifolia nas mesmas
plantas e em posi¢des na copa semelhantes as usadas nas medidas de trocas gasosas
foram empregadas nas medicdes. Imediatamente ap0s a coleta, eles foram
acondicionados em bolsas plasticas hermeticamente fechadas, mantidos em bolsa
térmica contendo gelo até ser aferido o Wf, o que ocorreu assim que todas as amostras
foram coletadas, com tempo médio para coleta de todas as amostras de até 20 minutos

apos o inicio das coletas.

3.4. Pigmentos fotossintéticos

Para a analise das clorofilas a e b e carotendides, dois discos (0,2 cm de
diametro, retirados com um furador) do limbo foliar de uma folha de cada individuo
selecionado de P. ovata e B. verbascifolia foram colocados em eppendorf de cor &mbar
contendo 2 mL de DMF (N,Ndimetilformamida-HCON(CHjs),). Para D. miscolobium,

os discos foram retirados do limbo de dois foliolos, evitando-se a nervura central.

Os eppendorfs foram colocados em caixa de isopor contendo gelo e protegidos

da luz e transportados para o Laborato6rio de Fisiologia Vegetal da UnB, onde o material
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foi mantido em geladeira a 4°C por 72h. Decorrido este tempo, o sobrenadante de cada
amostra foi lido no espectrofotometro Genesys 2 (Thermo Spectronic, Rochester, EUA)
nos seguintes comprimentos de onda: 663,8 nm, 646,8 nm e 480 nm, para mensurar
respectivamente, clorofila a, b e carotendides totais. Com esses valores de absorbancia
foram calculados as concentracdes de clorofila a, clorofila b, clorofila total (a+b) e
carotenodides, conforme Wellburn (1994). Com base nesses dados, calculou-se a razdo
entre clorofila total e carotendides.

3.5. Analise de nutrientes foliares

Folhas usadas nas medidas de potencial hidrico adicionadas de outras folhas
(totalmente expandidas e sadias e em posi¢cBes na copa semelhantes as usadas nos
demais parametros) foram secas em estufa a 70 °C por trés dias e trituradas em moinho
do tipo Wiley. Seguiu-se analise dos macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P),
potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S), e dos micronutrientes zinco
(Zn), ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu) e boro (B),

A concentracdo de N nas folhas foi obtida utilizando o método de digestdo e
destilacdo de Kjeldahl (Allen, 1989). Para determinacéo dos demais nutrientes foi usada
digestdo foliar nitroperclorica, composta por acido nitrico (HNO3) e acido perclérico
(HCIOy). A concentracdo de P foi medida pelo método colorimétrico, a 410 nm, com
uso de vanado-molibdato de amdnia. Para K, empregou-se fotometria de chama. Os
teores dos demais nutrientes foram obtidos por espectrometria de absorcédo atdémica.
Essas analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Andlise de Solos Vigosa
Ltda (Vigcosa, MG).

3.6. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados com uso do software STATISTICA verséo 8.0.
A normalidade dos dados foi testada com o teste de Shapiro-Wilk, apropriado para
tamanhos amostrais pequenos. A homogeneidade das variancias foi analisada pelo teste

Levene’s quando o tamanho amostral dos tratamentos comparados foi igual e 0 teste
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Cochran e Bartlett para amostras com tamanhos desiguais. Dados que ndo apresentaram
normalidade e/ou homogeneidade de variancias foram transformados utilizando-se
logaritmo na base 10. Repetiram-se os testes de normalidade e homogeneidade apos a

transformacéo.

Com o intuito de analisar o efeito do tipo de hospedeira (em P. ovata nas
distintas hospedeiras) ou do parasitismo (entre individuos parasitados e nao parasitados
de D. miscolobium e de B. verbascifolia), além das estacfes (chuvosa e seca) e
interacbes entre esses nas respostas fisiologicas, as médias entre hospedeira ou
parasitismo e estacdes foram comparadas por analise de variancia (ANOVA) fatorial.
Por ANOVA'’s fatoriais foram analisados os dados de nutrientes, pigmentos
fotossintéticos e de potencial hidrico foliar. Sob essa analise, também foram
comparadas as concentracdes foliares de nutrientes entre individuos parasitados de D.
miscolobium e de B. verbascifolia. Para se determinar os efeitos dos tratamentos nos
pardmetros medidos nas curvas diarias de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a,
foram feitas ANOVA's de medidas repetidas no tempo, para o curso didrio de cada
estacdo separadamente. Posteriormente a cada ANOVA, foi realizado o teste post-hoc
HSD de Tukey, considerando diferencas significativas quando p < 0,05. Para testar as
relacfes entre parametros, foram feitas regressdes lineares simples. Todos os gréaficos

foram feitos com uso do programa SigmaPlot versdo 11.0.

4. RESULTADOS
4.1. Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar maximo (Wfnsa) de P. ovata, segundo analise de
variancia, ndo foi influenciado significativamente pela hospedeira, estacdo e também
ndo houve interacdo significativa entre esses fatores. J& 0 Wfny, foi influenciado pelas
hospedeiras e pela sazonalidade, mas sem interacdo significativa (valores de ANOVA
estdo no Anexo 1A). A hemiparasita crescendo na hospedeira D. miscolobium exibiu
valores de Wi, mais negativos em relacdo a mesma em B. verbascifolia (tabela 1).
Quanto a sazonalidade do regime hidrico, P. ovata apresentou Wfy» mais negativo na

estacdo seca do que na estacdo chuvosa (tabela 1).
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Tabela 1. Potencial hidrico minimo (MPa) de P. ovata nas distintas hospedeiras (D. miscolobium e B.
verbascifolia) e estacdes (seca e chuvosa), e de individuos de D. miscolobium e B. verbascifolia
parasitados e ndo-parasitados e nas distintas estagcdes. Diferencas significativas em P. ovata nas distintas
hospedeiras (letras minusculas) e em P. ovata e D. miscolobium nas duas estacdes (letras maitsculas) de
acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). Média (+ erro-padrdo; n = 8 para hospedeiras; n=10 na
estacdo seca; n= 6 na estacdo chuvosa).

Hospedeiras Estacéo
Espécie D. B. N3o-
. . o ) Parasitada Seca Chuvosa
miscolobium verbascifolia parasitada
P. ovata -2,10 (0,09) a -1,75(0,16) b - - -2,12 (0,07) A -1,67(0,18) B
D. miscolobium - - -1,46 (0,1) -1,67 (0,13) -1,68(0,08) A -1,37 (0,15) B
B. verbascifolia - - -1,21 (0,07) -1,35(0,07)  -1,32(0,07) -1,22 (0,06)

Regressdes entre os valores de ‘P'f das hospedeiras e de P. ovata foram testadas.
Essa foi positiva e significativa para o Wfn, na estacdo chuvosa (R’=0,719; p< 0,05)
(fig. 3); e ndo foi significativa para 0 Wfmax.

-0,8
-1,0
1,2 1
21,4 A
41,6 1
-1,8 1
-2,0 1
-2,2

® Seca NS
o Chuva*

fmin P. ovata (MPa)

24 22 20 -18 -6 -14 -12 -10
WYfmin hospedeiras (MPa)

Figura 3. Regressao linear entre o potencial hidrico foliar minimo (Wf;,) da hemiparasita P. ovata e de
suas hospedeiras, para a estacdo seca (circulos fechados) e estagdo chuvosa (circulos abertos e linha
continua) (R? = 0,719; Wf,, P. ovata = -0,300 + (0,994 * Wf,;, hospedeiras)). Regressdo com
significancia de: * p < 0,05; NS — ndo-significante.

Quanto as hospedeiras, as analises de variancia ndo mostraram diferengas em D.
miscolobium para W € Wfmin em decorréncia do parasitismo. Contudo, as diferengas
sazonais afetaram significativamente o Wf, dessa hospedeira (valores da ANOVA
estdo no Anexo 1B), com os menores valores ocorrendo na estacdo seca (tabela 1). Para

B. verbascifolia, as analises de variancia ndo apontaram diferencas significativas nos
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valores de Wf, méximo e minimo, quanto & presenca da parasita, estacdo (tabela 1) e

também ndo houve interacGes entre esses.

4.2. Nutrientes foliares

Individuos parasitados das hospedeiras D. miscolobium e B. verbascifolia foram
comparados quanto as concentracOes foliares de cada nutriente. A analise de variancia
revelou diferencas significativas entre essas hospedeiras para os nutrientes N, P, K, Ca,
Mg e para a razdo N:P (os resultados das ANOVA’s encontram-se no Anexo 2). D.
miscolobium apresentou valores mais elevados de N, P (fig. 4) e na razdo N:P (D.
miscolobium: 30,66 *+ 1,35; B. verbascifolia: 21,31 + 0,97; p<0,05) em relacdo a B.
verbascifolia. Ja para os nutrientes K, Ca e Mg houve uma inversdo, com B.

verbascifolia apresentando valores maiores que D. miscolobium (fig. 4).
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— B. verbascifolia
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Concentragao foliar (g.Kg'l)
£

Figura 4. ConcentracGes foliares de macronutrientes nas hospedeiras D. miscolobium e B. verbascifolia
parasitadas por P. ovata. Diferencas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD de Tukey (p<
0,05). As barras representam erro-padréo (n=8).

Em P. ovata, as analises de variancia comparando individuos da hemiparasita
crescendo em D. miscolobium e crescendo em B. verbascifolia, mostraram diferencas
significativas para os macronutrientes N, P, K, Ca, Mg e S e para 0s micronutrientes Zn
e B (os resultados das ANOVA’s encontram-Se no Anexo 3). A hemiparasita teve
concentracdes significativamente maiores de N, P e Zn quando associada a D.

miscolobium e de K, Ca, Mg, S e B quando em B. verbascifolia (fig. 5).
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Figura 5. Concentragfes foliares de nutrientes de P. ovata nas hospedeiras D. miscolobium e B.
verbascifolia. A — macronutrientes; B — micronutrientes. Diferengas estatisticas indicadas por * de acordo
com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As barras representam erro-padrao (n=8).

Entre os nutrientes que diferiram na hemiparasita em funcdo da hospedeira em
que a hemiparasita crescia, N, P, K, Ca e Mg também apresentaram diferencas
significativas entre individuos parasitados das hospedeiras D. miscolobium e B.
verbascifolia (fig. 4 e 5A). Nota-se que, nesses nutrientes, a hemiparasita refletiu as
diferengas nutricionais entre suas hospedeiras associadas. Correlagdo significativa e
positiva na concentracgao foliar dos nutrientes entre hospedeiras e hemiparasita, em pelo
menos uma das estacdes do ano, foi encontrada para os nutrientes N, P, K, Ca, Mg e B

(fig. 6), mostrando que a concentracdo desses nutrientes na hemiparasita estudada esta
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diretamente relacionada a concentragdo dos mesmos nas hospedeiras.
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Figura 6. Regressdes lineares entre a concentracdo de nutrientes foliares de P. ovata e suas hospedeiras
nas estacdes chuvosa (circulos fechados e linha continua) e seca (circulos abertos e linha tracejada).
Nitrogénio (R?seca = 0,83; N poyaa = 2,817 + (0,717 * N hospedeiras)), TOSFOro (R?chuva = 0,81; P p ovata = -
0,410 + (1,900 * P pospedeiras); R” $€€a = 0,62; P p oyata = -1,050 + (4,250 * P pospeceiras)), POtAssio (R? chuva =
0,73; K povata = -0,833 + (4,417 * P pospedeiras)), calcio (R? chuva = 0,66; Ca poyaa = -1,359 + (1,305 * Ca
hospedeiras); R-S€€a = 0,638; Ca p oyata = -0,595 + (0,484 * Capospedeiras)), Magnésio (R? seca = 0,809; M p oveta
= -1,041 + (1,286 * MQ nospedeiras)) € bOro (R2 seca = 0,68; B povaa = 2,248 + (0,893 * B nospedeiras))-
Regressdo com significancia de: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001; NS — ndo-significante.

A estacdo do ano em que os dados foram coletados também afetou
significativamente as concentragdes foliares de nutrientes da hemiparasita. A analise
estatistica revelou que os nutrientes N, Ca, Zn, Fe, Cu e a razdo N:P sofreram influéncia
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significativa da estacdo (os resultados de ANOVA’s encontram-se no Anexo 3). Todos
esses nutrientes, com excegdo do Fe, estavam em concentragdes superiores na estagdo
chuvosa (fig. 7), 0 mesmo ocorreu para a razdo N:P (chuva: 30,51 £+ 1,21; seca: 14,29 +
4,74; p<0,05). Os valores das interacdes para todos os nutrientes e razdo N:P de P.

ovata ndo foram significativos.
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Figura 7. Concentracfes foliares de nutrientes de P. ovata, independente da hospedeira, nas estacdes
chuvosa e seca. A — macronutrientes; B — micronutrientes. Diferencas estatisticas indicadas por * de
acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As barras representam erro-padrdo (n= 10 na estagéo seca; n=
6 na estagdo chuvosa).

Quanto a comparacdo entre individuos parasitados e ndo-parasitados das
hospedeiras, a presencga de P. ovata ndo afetou a hospedeira D. miscolobium quanto aos
teores foliares dos nutrientes analisados (os resultados das ANOVA’s estdo no Anexo
4). Na hospedeira B. verbascifolia houve influéncia do parasitismo na concentracdo
foliar de K (os resultados das ANOVA’s estdio no Anexo 5), com valores
significativamente menores desse nutriente em individuos parasitados (parasitados: 3,9
+ 0,38 g.Kg?; ndo-parasitados: 52 + 0,53 g.Kg'; p<0,05) e houve interacdo
significativa entre os efeitos da presenca da parasita e estacdo para os nutrientes N, P e
Cu (tabela 2; os resultados das ANOVA’s estdo no Anexo 5). Para N, individuos
parasitados e ndo-parasitados apresentaram seus maiores valores na estagdo chuvosa.
Quanto as concentragdes de P, individuos ndo-parasitados da estacdo chuvosa tiveram
concentragdes superiores a dos individuos parasitados e ndo-parasitados da estagdo seca
e individuos parasitados na estacdo chuvosa apresentaram teores significativamente
maiores que individuos ndo-parasitados da estacdo seca. Em Cu, individuos livres do
parasitismo mostraram variacdo significativa nas concentragdes desse nutriente de uma

estacdo para a outra, com 0s maiores valores na estagdo chuvosa.
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Tabela 2. Interacdes significativas nas concentragdes de nutrientes foliares de B. verbascifolia nas
estacfes (chuvosa e seca) e quanto ao parasitismo (ndo-parasitada e parasitada). Letras distintas indicam
diferencas estatisticas significativas de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). Média (+ erro-padréo
(n=10 na estacdo seca; n= 6 na estacdo chuvosa)).

Nutriente Estacéo seca Estacdo chuvosa
Nao-parasitada Parasitada Nao-parasitada Parasitada
N (9.Kg™) 7,1(0,5) a 7,88 (0,2) a 12,86 (1,03) b 10,3(0,1) b
P (9.Kg™) 0,34 (0,02) a 0,4 (0,0) a,c 0,56 (0,03) b, 0,43 (0,03) ¢
Cu (mg.Kg™ 2,60 (0,24) a, b 3,80(0,2) a 4,66 (0,66) a, c 3,00 (0,57) a

A estacdo afetou as concentracfes dos nutrientes foliares das duas hospedeiras.
Para D. miscolobium houve variacdo nos teores foliares de N, P, Fe, assim como nas
razoes foliares de N:P (os resultados das ANOVA’s estdo no Anexo 4) em que as
maiores concentracdes de N e P foram encontrados na estacdo chuvosa, enquanto que
Fe e razdo N:P tiveram valores mais elevados na estacdo seca (fig. 8). Em B.
verbascifolia, os nutrientes que tiveram suas concentracdes foliares influenciadas pela
estacdo foram N, P, K e Ca (os resultados das ANOVA’s estdo no Anexo 5) com os

maiores valores de N, P e K na estacdo chuvosa e de Ca na estacdo seca (fig. 9).
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Figura 8. Concentracbes foliares de nutrientes em D. miscolobium, independente do parasitismo, nas
estagcBes chuvosa e seca. A — macronutrientes; B — micronutrientes. Diferengas estatisticas indicadas por *

de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As barras representam erro-padrdo (n= 10 na estacdo seca;
n= 6 na estacao chuvosa).
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Figura 9. Concentracdes foliares de macronutrientes em B. verbascifolia nas estagdes chuvosa e seca.
Diferencas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As barras
representam erro-padrdo (n= 10 na estacdo seca; n= 6 na estagdo chuvosa).

4.3. Pigmentos fotossintéticos

A andlise de variancia dos teores de pigmentos fotossintéticos foliares de P.
ovata mostrou que os pigmentos clorofila a, carotenoides e clorofila total diferiram
significativamente na hemiparasita em distintas hospedeiras (os valores de ANOVA’s
encontram-se no Anexo 6), com os maiores valores sendo encontrados em P. ovata
crescendo em D. miscolobium em comparagdo a mesma em B. verbascifolia (Fig. 10A).
A sazonalidade do regime hidrico teve efeito nas concentracbes dos pigmentos
fotossintéticos de P. ovata, sendo encontradas diferencas significativas nesses mesmos
pigmentos fotossintéticos (os valores de ANOVA’s encontram-se no Anexo 6), com 0s

maiores valores na estagdo chuvosa (Fig. 10B).
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Figura 10. Teor de pigmentos fotossintéticos de P. ovata. A — pigmentos fotossintéticos de P. ovata nas
hospedeiras D. miscolobium e B. verbascifolia, independente da estacdo; B — pigmentos fotossintéticos de
P. ovata nas estacfes chuvosa e seca, independente da hospedeira. Chl — clorofila; Car — carotendides.
Diferencas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As barras
representam erro-padrdo (n= 8 para hospedeiras; n=10 na estacdo seca; n= 6 na estacao chuvosa).

72



A anélise ainda apontou interacdo significativa entre os fatores hospedeira e
estacdo na hemiparasita para clorofila a e clorofila total (tabela 3; os valores de
ANOVA'’s encontram-Se N0 Anexo 6). Para clorofila a e clorofila total, P. ovata em B.
verbascifolia apresentou na estacdo seca valores significativamente menores a P. ovata
nas duas hospedeiras na estacdo chuvosa e também menor ao valor de P. ovata em D.
miscolobium na mesma estacdo. Para clorofila total, P. ovata em D. miscolobium na
estacdo seca, teve valores significativamente menores a P. ovata nas duas hospedeiras

na estacdo chuvosa.

Tabela 3. Interacdes nos pigmentos fotossintéticos (mg.cm) da hemiparasita P. ovata, entre os fatores
hospedeira (D. miscolobium e B. verbascifolia) e estagdo (seca e chuvosa). Letras distintas indicam
diferencas estatisticas significativas de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). Média (z erro-padréo
(n=10 na estacdo seca; n= 6 na estacdo chuvosa)).

Pigmento

Fotossintético Estacéo seca Estacdo chuvosa
P. ovata em D. P. ovata em B. P. ovata em D. P. ovata em B.
miscolobium verbascifolia miscolobium verbascifolia
Clorofila a 4,35(0,35) a 2,65 (0,08) a 6,45 (0,08) b 6,29 (0,33) b
Clorofila total 6,19 (0,39) a 4,30 (0,27) b 8,47 (0,23) c 8,33(0,33) ¢

Testou-se a relacdo entre as concentragOes foliares de N e de pigmentos
fotossintéticos de P. ovata. Uma significativa e positiva relacdo linear foi encontrada
entre a concentragdo foliar de N da hemiparasita e clorofila a (estagdo seca),

carotenoides (estacdo seca e chuvosa) e clorofila total (estacdo seca) (fig. 11).
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Figura 11. Regressdo linear entre as concentrages de pigmentos fotossintéticos e N foliar em P. ovata,
para a estagdo seca (circulos fechados e linha continua) e para a estagdo chuvosa (circulos abertos e linha
tracejada). Clorofila a (R? seca: 0,70; Chl a = 1,615 + (0,327 * Niar)), Clorofila b; Carotendides (R?
seca= 0,75; Car = -0,808 + (0,244 * Nsjiar), R? chuva= 0,95; Car = 1,916 + (0,0756 * Niqiar)); Clorofila
total (R? seca= 0,48; Clorofila total = 4,651 + (0,218 * Ny.iar)). Regressdo com significancia de: * p <

0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001; NS — ndo-significante.

A andlise de variancia entre individuos parasitados e ndo-parasitados de D.

miscolobium ndo mostrou diferenca significativa para nenhum dos pigmentos

analisados. Contudo, a estacdo teve efeito significativo nas concentracdes de clorofila a,

clorofila b, clorofila total e na razdo clorofila total/carotendides (os resultados das

ANOVA'’s estdo no Anexo 7) com os maiores valores sendo encontrados na estagao

chuvosa (fig. 12). O termo de interacdo nao foi significativo.
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Figura 12. Pigmentos fotossintéticos de D. miscolobium, com e sem P. ovata, nas estacfes chuvosa e
seca. Chl: clorofila; Car: carotentides. Diferencas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD
de Tukey (p< 0,05). As barras representam erro-padrdo (n=10 na estacéo seca; n= 6 na estacdo chuvosa).

Para B. verbascifolia, a analise de varidncia quanto a presenca da parasita
revelou diferenca significativa para as razdes clorofila total/carotenoides (resultados de
ANOVA’s sao encontrados no Anexo 8), com as maiores razdes em individuos livres
do parasitismo (fig. 13A). A estacdo influenciou significativamente os pigmentos
fotossintéticos analisados de B. verbascifolia e razdo clorofila total/carotendides
(resultados de ANOVA'’s sdo encontrados no Anexo 8); em todos, as maiores

concentracdes se deram na estacdo chuvosa (fig. 13B).
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Figura 13. Pigmentos fotossintéticos de B. verbascifolia. A — individuos parasitados e ndo-parasitados; B
— estagdes chuvosa e seca (individuos parasitados e ndo-parasitados). Chl — clorofila; Car — carotendides.
Diferencas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As barras
representam erro-padrdo (n = 8 para hospedeiras; n=10 na esta¢do seca; n= 6 na estacdo chuvosa).

Foi encontrado também interacdo para B. verbascifolia entre os fatores
tratamento (parasitados e ndo-parasitados) e estacdo, sendo as diferencas significativas

para os teores foliares de clorofila b, clorofila total e para a razdo clorofila
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total/carotendides (valores de ANOVA no anexo 8). Para clorofila b e total, as
concentragcdes do pigmento em uma estacdo se diferiram das concentragdes do mesmo
na outra estacdo, independente do parasitismo (tabela 4). Para clorofila
total/carotendides, individuos ndo-parasitados na estacdo chuvosa se diferiram
significativamente e com valores superiores dos individuos parasitados na mesma

estacdo e também dos individuos livres do parasitismo na estacéo seca (tabela 4).

Tabela 4. InteracBes significativas nos teores de pigmentos fotossintéticos foliares da hospedeira B.
verbascifolia entre o efeito do parasitismo e das esta¢des. Letras indicam diferencas estatisticas de acordo
com teste HSD de Tukey (p< 0,05). Média (z erro-padrdo (n = 8 para hospedeiras; =10 na estacao seca;
n= 6 na estacao chuvosa)).

Pigmento Fotossintético Estacéo seca Estacéo chuvosa
P. ovata em D. P. ovata em B. P. ovata em D. P. ovata em B.
miscolobium verbascifolia miscolobium verbascifolia
Clorofila b (mg.cm™) 2,46 (1,14) a 1,46 (0,14) a 2,84 (0,47) b 2,29(0,13) b
Clorofila total (mg.cm™) 6,67 (1,75) a 5,48 (0,63) a 10,89 (1,72) b 9,93(0,53) b
Clorofila total/ Carotendides 4,95 (0,7) a 3,62 (0,24) a 5,46 (0,45) b 4,04 (0,28) a

4.4, Trocas gasosas

A andlise de variancia da curva diéria de Aco, na estacdo chuvosa de individuos
de P. ovata, nas hospedeiras D. miscolobium e em B. verbascifolia mostrou que as 08h
houve diferenca significativa na hemiparasita crescendo nas distintas hospedeiras (0s
resultados de ANOVA’s se encontram no Anexo 9A), em que individuos de P. ovata
parasitando D. miscolobium apresentaram valores significativamente maiores de Aco2
que P. ovata em B. verbascifolia (fig. 14B), 0 mesmo nédo se repetindo nos demais

horarios.

A anélise entre o conteldo de N foliar de P. ovata e os maiores valores de
assimilacdo de CO; nas medidas entre 08 e 10h (Amax) mostraram relacdo significativa
(R?=0,74; p<0,05), porém nio houve diferenca significativa em Ansx nesta estacio em
funcdo das hospedeiras. Foi testada também relacdo entre o teor de clorofila a na

hemiparasita e os valores de Amax, Mas a relagdo nao foi significativa.
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Para a transpiracdo foliar da hemiparasita, diferencas significativas no curso
didrio da estacdo chuvosa ndo foram encontradas (fig. 14C). Ja a curva diaria de
condutancia estomatica, assim como a curso diario de Acoz, apresentou uma diferenca
significativa na medida realizada entre 08h e 10h com os maiores valores em P. ovata
parasitando D. miscolobium (fig. 14D; os resultados de ANOVA’s se encontram no
Anexo 9A). Uma positiva e significativa correlacdo foi encontrada entre esses dois
parametros fisiolégicos, Acoz e gs (R°= 0,83; p<0,05; fig. 15). Embora as taxas
transpiratorias ndo tenham apresentado diferencas estatisticas, elas também tiveram

correlagdes significativas com gs (R*= 0,46, p< 0,01) e com Aco, (R?= 0,45, p< 0,01).

As curvas diarias de EUA e EIUA ndo apontaram diferencas significativas
nesses parametros na estacdo chuvosa. Nessa estacdo, variagdes significativas nos
valores dos parametros nos diferentes horarios de medidas foram encontradas para
Aco2, E, gs e EUA (os resultados de ANOVA’s se encontram no Anexo 9A). Para g, a
interagcdo também foi significativa e revelou que a gs de P. ovata em D. miscolobium as
08h diferiu significativamente de todos os demais pontos da curva diaria, com exce¢édo

da gs da mesma planta as 10h.

Na estacdo seca, 0 curso diario dos parametros Acoz, E, gs, EUA e EIUA nédo
apresentaram diferencas nos resultados das ANOVA’s em funcdo da hospedeira em que
a hemiparasita crescia (fig 14E-H). Houve diferenca significativa nos valores apenas em
funcéo do horario, para os pardmetros E, gs, EUA e EIUA (os resultados de ANOVA’s

se encontram no Anexo 9B).
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Figura 14. Curvas diérias de trocas gasosas de P. ovata em diferentes hospedeiras realizadas nas esta¢es
chuvosa (a esquerda) e seca (a direita). A e E — densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos
(DFF); B e F — assimilacdo de CO,. C e G — transpiracdo foliar (E); D e H — condutancia estomatica (gs).
Diferengas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As barras
representam erro-padrdo (n=3, estacdo chuvosa; n=5, estacdo seca).
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Figura 15. Regressdo linear entre condutancia estomatica e assimilagdo de CO, de P. ovata na medida de
08h da estaco chuvosa (R?= 0,83; p< 0,05; ACO, = 4,041 + (6,002 * g,)).

Em D. miscolobium, a anélise de variancia da estagdo chuvosa das curvas diarias
de Aco2, E e g5, ndo apontaram nenhum efeito da presenca da hemiparasita em
individuos parasitados comparados a ndo-parasitados desta espécie (fig. 16B-D), o

mesmo ocorrendo para EUA e EIUA nesta estacao.

J& na estacdo seca, a analise do curso diario de Aco, revelou que individuos
livres do parasitismo apresentaram Aco Significativamente superior a individuos
parasitados as 14h (fig. 16F; valores de ANOVA’s no Anexo 10). Para o curso diario da
EIUA, individuos parasitados apresentaram maiores valores que aqueles ndo-
parasitados na média diaria (e essa diferenca também foi significativa as 14h (fig. 17D)
(valores de ANOVA’s no Anexo 11). Para E, gse EIUA diferencas significativas quanto
aos hordrios foram encontradas (valores de ANOVA’s no Anexo 10). Os valores de

EUA nédo mostraram nenhum efeito significativo da parasita ou do horario.
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Figura 16. Curvas diarias de trocas gasosas de D. miscolobium ndo-parasitada e parasitada realizadas nas
estacOes chuvosa (a esquerda) e seca (a direita). A e E — densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente
ativos (DFF); B e F — assimilacdo de CO,. C e G — transpiracdo foliar (E); D e H — condutancia
estomatica (gs). Diferencas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As
barras representam erro-padrdo (n=3, esta¢cdo chuvosa; n=5, estacdo seca).
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Figura 17. Curvas diarias de uso da agua de D. miscolobium ndo-parasitada e parasitada realizadas nas
estacfes chuvosa (a esquerda) e seca (a direita). A e C — eficiéncia no uso da 4gua (EUA); B e D —
eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA). Diferengas estatisticas indicadas por * de acordo com teste
HSD de Tukey (p< 0,05). As barras representam erro-padréo (n=3, estagdo chuvosa; n=5, estacéo seca).

Nas andlises das curvas diarias de B. verbascifolia (fig. 18), na medida de 14h da
estacdo chuvosa, diferencas significativas foram encontradas entre individuos
parasitados e ndo parasitados para Acoz € gs (os resultados de ANOVA’s encontram-se
no Anexo 11), com os menores valores pertencendo as plantas parasitadas (fig. 18 B,
D). Diferengas quanto aos horarios foram significativas para os parametros, Acoz, E €
0s, EUA e EIUA (os resultados de ANOVA’s encontram-se no Anexo 11). As curvas

didrias da estacdo seca ndo apresentaram diferencas significativas em fungdo do

parasitismo.
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Figura 18. Curvas diarias de trocas gasosas de B. verbascifolia ndo parasitada e parasitada realizadas nas
estagBes chuvosa (a esquerda) e seca (a direita). A e E — densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente
ativos (DFF); B e F — assimilacdo de CO,. C e G — transpiracdo foliar (E); D e H — condutancia
estomatica (gs). Diferengas estatisticas indicadas por * de acordo com teste HSD de Tukey (p< 0,05). As
barras representam erro-padréo (n=3, esta¢do chuvosa; n=5, estacdo seca).
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4.5. Fluorescéncia da clorofila a

A andlise de variancia do curso diario das medidas de fluorescéncia da estacédo
seca de P. ovata nas distintas hospedeiras ndo apresentou diferenca significativa quanto
a hospedeira para nenhum dos parametros analisados — ®ps;, ETR, ®npg, Pno € Fu/Fim
as 19h e antes do amanhecer (fig. 19). Diferencas para esses parametros foram
encontradas apenas entre os horarios (os resultados das ANOVA’s encontram-Se no
Anexo 12A). Essa diferenca em F,/Fp, mostrou que os valores medidos de madrugada
foram maiores que os medidos as 19-20h. Regressdes lineares entre a concentracdo de N

e os dados do curso diario de fluorescéncia ndo foram significantes estatisticamente.
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Figura 19. Medidas de fluorescéncia de P. ovata nas hospedeiras D. miscolobium e B. verbascifolia na

estagdo seca. A —OPg;, B—ETR, C — ®ppg & D — Oyo. Barras representam erro-padréo (n=5).

Em D. miscolobium, a andlise de variancia das curvas diarias de fluorescéncia
ndo mostraram diferencas em razdo da presenca da hemiparasita e também ndo houve
interacdo (fig. 20). Exceto, ®no, todos 0s pardmetros tiveram diferengas significativas
quanto ao horario (os resultados das ANOVA’s encontram-se no Anexo 12B). Assim

como em P. ovata, os maiores valores de F,/Fy, foram os medidos de madrugada.
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Figura 20. Medidas de fluorescéncia em individuos de D. miscolobium parasitados e ndo-parasitados na
estacéo seca. A—Dpg; B — ETR; C — Oppg; D — Oo. Barras representam erro-padréo (n=>5).

O curso diario de fluorescéncia da clorofila a de B. verbascifolia (fig. 21) ndo foi
influenciado significativamente pela parasita para todos os parametros na média diaria,
havendo diferenca significativa apenas no horario das 14h no ®npq (0s resultados das
ANOVA'’s encontram-se no Anexo 12C), com as plantas parasitadas com valores mais
elevados que aquelas livres da parasita (fig. 21). Como houve diferenga no ®npg Na
medida de 14h e também na razdo clorofila total/carotendides nesta hospedeira em
funcdo da presenca da parasita, testou-se a relagdo entre esses, porém a relagdo néo foi
significativa. O horério influenciou significativamente os valores dos parametros ETR,
®npg € Fy/Fn (os resultados das ANOVA’s encontram-se no Anexo 12C). Em B.
verbascifolia, também foi encontrado aumento do valor de F,/Fr,,, em que o menor valor

foi observado as 19-20h.
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Figura 21. Medidas de fluorescéncia em individuos de B. verbascifolia parasitados e ndo-parasitados na
estacdo seca. A — Opgy; B — ETR; C — Onpo; D — Opo. Diferengas estatisticas indicadas por * de acordo
com teste HSD de Tukey (p< 0,05). Barras representam erro-padréo (n=5).

5. DISCUSSAO

5.1. Potencial hidrico

Segundo Bannister et al. (1999), diferencas nos potenciais hidricos podem ser
determinadas pelas resisténcias e taxas de fluxo de agua dentro de cada sistema.
Hospedeiras distintas apresentardo provavelmente diferengas quanto a esses dois fatores
e consequentemente, o potencial hidrico na hemiparasita se diferenciara nas distintas
hospedeiras. Assim como neste estudo para o Wfn,,, Bowie e Ward (2004) encontraram
uma correlagdo positiva entre o potencial hidrico das hemiparasitas e de suas
hospedeiras e sugeriram que o estresse hidrico da hemiparasita € diretamente
dependente do balanco hidrico de suas hospedeiras. Bannister et al. (1999) também
encontraram relacdo entre o potencial hidrico minimo de lleostylus micranthus Tiegh. e

suas hospedeiras. Baseado nesses dados é possivel sugerir que a diferenca encontrada
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no Wfni, de P. ovata deve-se a propria diferenca entre os potenciais hidricos foliares das

hospedeiras.

Como a hemiparasita deve manter potenciais hidricos mais negativos que de
suas hospedeiras, mesmo sob estresse hidrico (Glatzel e Geils, 2009), essas diferencas
podem ter ficado mais marcantes na estacdo e horario caracterizados pela alta demanda
evaporativa da atmosfera. Esse efeito da sazonalidade no Wf em hemiparasitas também
foi notado no trabalho de Scalon (2010) com hemiparasitas e suas hospedeiras em que

foram relatadas diferencas significativas no Wfna, também na estacao seca.

Individuos de D. miscolobium, assim como a hemiparasita, tiveram diferencgas
em seu Wfnin em razéo da estacdo do ano. A influéncia da sazonalidade nos valores de
potencial hidrico também foi encontrada por outros estudos acerca das relacdes hidricas
de plantas do Cerrado (Bucci et al., 2005; Rossatto, 2008; Palhares et al., 2010;
Takahashi, 2010).

Para as hospedeiras, um efeito negativo no balango hidrico em decorréncia do
parasitismo por outra planta tem sido reportado por varios trabalhos (Ehleringer et al.,
1986; Montilla et al., 1989; Orozco et al., 1990). Esse efeito, porém, como a maioria
dos efeitos das hemiparasitas as hospedeiras, é varidvel e dependente da espécie
parasita, do grau de suscetibilidade da hospedeira e do grau da infestacdo (Stewart e
Press, 1990). Nesse estudo, a presenca da hemiparasita ndo afetou o potencial hidrico
foliar maximo e minimo de individuos parasitados de D. miscolobium e B. verbascifolia
em comparac¢do a individuos livres do parasitismo das mesmas espécies. Resultado
semelhante foi encontrado por Bowie e Ward (2004), em que diferentes niveis de
infestacdo da hemiparasita P. acaciae nao afetaram o potencial hidrico em populagdes

de A. tortilis subsp. raddiana.

Esses resultados encontrados indicam respostas coordenadas quanto ao balango
hidrico e particionamento de &gua entre hospedeiras e parasitas. Isso promove que a
hemiparasita continuamente capture fluidos xilematicos da hospedeira e pode vir a se

refletir nas concentrac6es de nutrientes da hemiparasita.

86



5.2. Nutrientes foliares

A analise dos nutrientes foliares de P. ovata associada as hospedeiras estudadas
revelou que esta hemiparasita refletiu parcialmente as diferencas nutricionais entre suas
hospedeiras, como fez para o balanco hidrico. Todos os nutrientes que diferiram entre as
hospedeiras, N, P, K, Ca e Mg, também apresentaram diferencas na hemiparasita
crescendo nas distintas hospedeiras. Além disso, as concentragcdes desses nutrientes e do
B na hemiparasita estdo positiva e significativamente correlacionadas as concentragdes
dos mesmos nas hospedeiras. Essa mesma espécie hemiparasita, no estudo de Scalon
(2010), também apresentou correlacdo entre suas concentracGes foliares e de suas
hospedeiras para os nutrientes Ca, Mg, Mn, Cu e Al, sendo observada acumulagéo
facultativa de Al pela hemiparasita, ja que ela s6 o acumula em altas concentracdes
qguando crescendo em hospedeiras acumuladoras deste metal (Littge et al., 1998;
Scalon, 2010).

Como sugerido por Glatzel e Geils (2009), essas correlacbes entre as
concentracdes de nutrientes em hemiparasitas e suas hospedeiras podem, mas ndo
sempre, estar relacionadas. No caso de P. ovata, 0s nutrientes que ocorrem em maiores
concentracdes nas folhas (macronutrientes), exceto o S, foram fortemente relacionados
aos das hospedeiras. Apenas 0s nutrientes S e Zn ndo reproduziram as diferencas nas

concentracdes de nutrientes foliares entre as hospedeiras.

Contudo, esses dois nutrientes apresentam capacidade de translocacdo xilema-
floema intermediaria. Esses nutrientes sdo inicialmente transportados por fluxo
transpiracional e dependendo da espécie, podem ser translocados para outros 6rgaos da
planta com maior ou menor facilidade (Martinez et al., 2005). Como a hemiparasita
depende da hospedeira para absorver nutrientes e ndo tém conexdes floematicas com a
hospedeira (Glatzel, 1983; Sant’Ana et al., cap. 1), pode acumular em suas folhas esses
nutrientes, independente da capacidade de translocagdo de suas hospedeiras. Assim,
pode-se sugerir que diferencas metabolicas entre as plantas hospedeiras, em processos
como a translocacdo de nutrientes, podem ter motivado essas diferencas em S e Zn na

hemiparasita nas distintas hospedeiras.

Como nesse estudo, correlacdo entre N foliar de hemiparasitas e hospedeiras

também foi reportado por Wang et al. (2007) para Tapinanthus oleifolius (Wendl.)
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Danser em suas hospedeiras, Radomiljac et al. (1999) em Santalum album L. em
associacdo com hospedeiras leguminosas e ndo-leguminosas e em Bowie e Ward (2004)
em Plicosepalus acaciae (Zucc.) Wiens & Pohl. na leguminosa Acacia tortilis subsp.
raddiana (Savi) Brenan. Em confirmacdo a hipdtese levantada nesse trabalho, a
hemiparasita teve concentracdes significativamente maiores deste nutriente quando
crescendo na hospedeira leguminosa D. miscolobium. Isso era esperado devido as
maiores concentracfes de N no xilema (Sant’Ana e Franco, dados ndo publicados) e
folhas de D. miscolobium em comparacéo a B. verbascifolia. No Cerrado, leguminosas
sdo as plantas que apresentam as maiores concentracdes de N foliar, independente da
fenologia (Carvalho et al., 2007). Outros trabalhos a respeito da nutricdo de plantas
parasitas (Tennakoon et al., 1997; Radomiljac et al., 1998; Tire et al., 2010) também
reportaram que hospedeiras leguminosas sdo melhores fontes de N para as

hemiparasitas associadas que outras espécies hospedeiras.

O fésforo, assim como o N, também teve concentragdes maiores em individuos
de P. ovata sobre D. miscolobium em relacdo a mesma em B. verbascifolia. Esses dois
nutrientes, N e P tém efeitos sinérgicos quando combinados e tém recebido grande
atencdo dos pesquisadores que lidam com o0s ecossistemas naturais (Vitousek e
Farrington, 1991; Elser et al., 2007). O N é considerado um nutriente limitante nas
savanas tropicais (Bustamante et al., 2006) e os baixos niveis de P em solos tropicais
intemperizados também sdo considerados fatores limitadores da produtividade para

plantios na agricultura, em solos nativos (Chapuis-Lardy et al., 2001).

A associacdo com a hospedeira leguminosa gerou aumento nas concentragdes
desses dois nutrientes na hemiparasita, evitando desbalanco entre esses dois nutrientes
nessa em funcédo da hospedeira. 1sso pdde ser testado pela anélise da razdo N:P, usada
para analisar se ha suprimento adequado desses dois nutrientes (Aerts e Chapin, 2000).
A hospedeira ndo influenciou as razées N:P na hemiparasita. Contudo, a esta¢ao afetou
significativamente. Essas variagdoes sazonais na razdo N:P ja foram relatadas para
especies do Cerrado (Carvalho et al., 2007). Apenas na estacdo chuvosa essa razédo
indicou deficiéncia em P (razbes com valores iguais ou superiores a 16) na
hemiparasita, com valores bem acima de 16. Estudos com espécies lenhosas do Cerrado
também apresentaram altos valores da razdo N:P (Nardoto et al., 2006; Araujo e
Haridasan, 2007; Rossatto, 2008).
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Como na razdo N:P, a sazonalidade do regime hidrico também afetou as
concentragOes de nutrientes da hemiparasita P. ovata, o que pode estar intimamente
ligado a absorgdo de nutrientes por suas hospedeiras. Glatzel (1983) também encontrou
correspondéncia ao longo das variacbes sazonais entre as concentracdes de N nos
Orgdos da hemiparasita Loranthus europaeus Jacq. e de suas hospedeiras Quercus
petraea (Matt) Liebl. e Quercus robur L. Considerando que a nutricdo mineral esta
intimamente acompanhada do consumo de &gua (Glatzel, 1983), durante a esta¢éo seca,
a absorcdo de nutrientes pelas raizes diminui devido a menor disponibilidade de 4gua no
solo (Epstein e Bloom, 2006). Além da disponibilidade hidrica, o estagio de
desenvolvimento foliar também determina as concentragdes dos nutrientes (Larcher,
2000). Nesse estudo, as duas hospedeiras sdo brevideciduas, caracteristica fenoldgica
que pode afetar a absorcdo de nutrientes na estacdo seca (Araujo e Haridasan, 2007).
Individuos das duas hospedeiras estudadas de P. ovata, tiveram suas concentracdes
foliares de nutrientes influenciadas pela sazonalidade, semelhante ao que ocorreu nas
hemiparasitas. Assim, a sazonalidade do regime hidrico e fases fenoldgicas das
hospedeiras podem ter influenciado a absorcdo de nutrientes pelas hospedeiras e, como
a hemiparasita depende da absorcdo de nutrientes pela hospedeira, resultou na variagédo

sazonal na concentragdo dos nutrientes foliares da hemiparasita.

Além das caracteristicas nutricionais da hospedeira afetarem os contetdos
nutricionais foliares da hemiparasita, o parasitismo também pode afetar a concentracao
dos mesmos na hospedeira (Montilla et al., 1989). Em B. verbascifolia, os resultados
indicam que a hemiparasita exerceu influéncia negativa no contetdo foliar de K. Ele
ativa muitas enzimas e é o maior agente catiénico celular, relacionado profundamente a
abertura estomatica (Epstein e Bloom, 2006). Esse efeito foi provavelmente causado
devido aos efeitos de parasitismo de P. ovata, ou seja, a absor¢do dos recursos pela
hemiparasita diminui a chegada desses aos ramos parasitados (Glatzel e Geils, 2009).

5.3. Pigmentos fotossintéticos

Em geral, os teores de pigmentos fotossintéticos nas folhas séo influenciados
pela absorcdo de nutrientes pelas plantas (Gongalves et al., 2001). Entre os nutrientes, N

€ 0 que mais diretamente afeta a concentracdo de pigmentos fotossintéticos, pois €
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constituinte das clorofilas e carotenodides, alem de outras moléculas estruturais e
enzimas, como as que constituem o aparato fotossintético (Taiz e Zeiger, 2004). Quando
crescendo na hospedeira leguminosa, D. miscolobium, a hemiparasita P. ovata
apresentou maior teor de clorofila a, carotendides e clorofila total em relacdo aquelas
sobre B. verbascifolia. Essa resposta dos pigmentos fotossintéticos a hospedeira mais
rica em N é comparavel as respostas fisiologicas encontradas em experimentos com
adubacdo nitrogenada, em que um dos efeitos positivos do acréscimo de N estd no
aumento das concentra¢fes dos pigmentos fotossintéticos (Zhang e Shangguan, 2006;
Pompelli et al., 2010). Essas maiores concentracdes de clorofila a e clorofila total em P.
ovata parasitando D. miscolobium implicam fisiologicamente em maior quantidade de
pigmentos coletores de energia luminosa (Larcher, 2000), o que ird aumentar a coleta de
luz e que poderd aumentar a capacidade fotossintética da hemiparasita (Demming-
Adams e Adams, 1992).

Correlagdes significativas e positivas foram encontradas entre a concentracdo de
N foliar na estacdo seca e os teores de clorofila a, carotendides e clorofila total em P.
ovata crescendo em D. miscolobium. Radomiljac et al. (1999) também encontraram
correlacdo positiva entre o contetdo de clorofila total (a+b) da hemiparasita S. album e
o conteudo de N foliar quando em hospedeira leguminosa.

Além da hospedeira, a sazonalidade no regime hidrico também influenciou a
concentracdo de pigmentos fotossintéticos na hemiparasita. Carvalho et al. (2007)
encontraram relagfes entre a variacdo sazonal das concentragdes de pigmentos e a
progressdo da senescéncia foliar, normalmente observadas para as comunidades do
Cerrado no final da estacdo seca. Assim como 0s pigmentos fotossintéticos, as
concentracdes de N de P. ovata também sofreram influéncia da estagdo. A diminuigéo
de N foliar, devido a sazonalidade da disponibilidade hidrica e fenologia das
hospedeiras, € a causa mais provavel para a redugdo nos teores de pigmentos
fotossintéticos na hemiparasita na estacdo seca. Embora os pigmentos fotossintéticos
tenham sofrido reducdo em suas concentracdes na estacdo seca, as interagdes
encontradas indicam que a hospedeira com maior suprimento de N influenciou
positivamente nos teores foliares de pigmentos fotossintéticos da hemiparasita, com
uma diminuicdo menos acentuada nos pigmentos quando a hemiparasita cresceu numa

hospedeira fixadora em relacdo a P. ovata em uma nao-fixadora.
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Quanto aos individuos parasitados e livres do parasitismo, apenas a razao
clorofila total/carotendides em B. verbascifolia se diferenciou significativamente com as
maiores razdes em individuos nao-parasitados. Assim como neste trabalho, Scalon
(2010) encontrou diferencas entre individuos de B. verbascifolia parasitados e néo-
parasitados por P. ovata, com 0s menores valores em individuos parasitados. Porém, as
diferengas foram encontradas na época seca quanto as concentracdes de carotendides e
na razdo clorofila a/b.

Nas duas hospedeiras a variacdo sazonal implicou numa reducdo nos teores
foliares de pigmentos fotossintéticos. Assim como para as concentragdes de pigmentos
na hemiparasita, essa reducdo pode ter sido consequéncia da caracteristica fenoldgica
dessas hospedeiras (Carvalho et al., 2007), ambas brevideciduas, e também devido ao
processo de absor¢do de nutrientes, fundamental para a sintese de pigmentos

fotossintéticos (Gongalves et al., 2001), ser influenciado pela disponibilidade hidrica.

Esses dados mostram a influéncia da disponibilidade nutricional da hospedeira,
especialmente da disponibilidade de N, sobre as concentracdes de pigmentos na
hemiparasita. Esse efeito ficou mais evidenciado na estacdo seca em que 0 suprimento

hidrico é reduzido.

5.4. Trocas gasosas

Assim como a concentracdo de pigmentos fotossintéticos € influenciada pelo
suprimento de N (Pompelli et al., 2010), a taxa fotossintética da maioria das plantas
também é fortemente influenciada pela disponibilidade de N (Evans, 1983; Bondada e
Syvertsen, 2003; Zhang e Shangguan, 2006). Em hemiparasitas, isso parece ndo ser
diferente (Marshall et al., 1994; Radomiljac et al., 1999). Nesse estudo, a resposta
fotossintética da hemiparasita a disponibilidade de N foi significativa, embora apenas
no horério do inicio da manhd da estacdo chuvosa. Nesse periodo, individuos da
hemiparasita em D. miscolobium apresentaram maiores taxas de assimilacdo de CO, do
que individuos crescendo em B. verbascifolia. Como a fotossintese é dependente do
influxo de CO,, processo controlado pela abertura estomatica (Larcher, 2000), os
valores de conduténcia estoméatica também foram maiores na hemiparasita em D.

miscolobium.
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A relacdo significativa entre N foliar e assimilacdo maxima de CO; (Amax) ndo
se refletiu em diferencgas significativas na hemiparasita. 1sso era esperado na Anmsx €/ou
ao longo de toda a curva diéria, j& que crescendo na hospedeira leguminosa, a
hemiparasita apresentou maiores teores de N foliar e de clorofila a, dois fatores que
estdo associados, normalmente, a maiores taxas fotossintéticas (Radomiljac et al.,
1999). Entretanto, deve-se salientar que o processo fotossintético é dependente de varios
outros fatores alem da disponibilidade de N (Larcher, 2000; Singh e Singh, 2006) e que
0 conteudo de clorofila nem sempre esta relacionado a eficiéncia fotossintética (Angadi
et al., 1988). Entre outros fatores, a deficiéncia nutricional que é frequentemente
enfrentada pelas plantas hemiparasitas (Glatzel e Geils, 2009), pode acarretar um
declinio na fotossintese (Bondada e Syvertsen, 2003).

Além da nutricdo mineral, fatores externos também exercem grande influéncia
nas taxas fotossintéticas (Larcher, 2000). No Cerrado, devido a altas taxas de
irradidncia, altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar associada a forte
sazonalidade na disponibilidade hidrica do solo, muitas espécies lenhosas restringem
consideravelmente a abertura estomatica limitando a transpiracdo para manter um
balanco hidrico favoravel (Bucci et al., 2005; Franco et al., 2005; Franco et al., 2007).
Esses fatores parecem afetar também as trocas gasosas da hemiparasita. Assim a maior
disponibilidade hidrica na estacao chuvosa e condi¢cdes ambientais (irradiancia, umidade
relativa do ar, temperatura) em seus valores 6timos no inicio do dia, podem ter sido
fatores determinantes para que as diferencas encontradas tenham ocorrido apenas nesse
horario dessa estacao.

Os dados de transpiracdo foliar e eficiéncia no uso da &gua de P. ovata junto aos
resultados encontrados para os nutrientes foliares se opdem a hipdtese proposta por
Schulze et al. (1984). Esses autores sugerem que hemiparasitas podem responder a
baixas concentra¢fes de N na seiva xilematica de suas hospedeiras aumentando o fluxo
transpiratorio, e consequentemente regulando o uso da &gua, para obter N em
quantidade suficiente. No presente estudo, ndo houve diferencas nas taxas
transpiratorias e no uso da agua de P. ovata nas diferentes hospedeiras (que se diferem
quanto ao contetdo de N), sugerindo que ndo ha aclimatagdo de P. ovata a menor
disponibilidade de N em uma hospedeira. Semelhante concluséo foi relatada por Press

et al. (1993) e Radomiljac et al. (1999) para hemiparasitas de raiz.
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Quanto as implicacdes do parasitismo nas trocas gasosas, diferente das
holoparasitas que podem até aumentar a capacidade fotossintética de suas hospedeiras,
muitas hemiparasitas tém efeitos negativos na fotossintese da hospedeira (Graves et al.,
1989; Orozco et al., 1990). Os mecanismos pelos quais elas limitam a fixacdo de
carbono variam de impactos diretos para mudancas na arquitetura da hospedeira que
impedem a captura de luz (Watling e Press, 2001; Cuevas-Reyes et al., 2011) e também
diminuicdo na cobertura foliar, 0 que pode diminuir a produtividade geral da planta
infestada (Mourao et al., 2009). Alguns estudos tém reportado mudancas na resposta da
fotossintese ao CO, (resposta Aco2/Ci) em plantas parasitadas e sugerem ocorrer impacto
sobre a capacidade fotossintética dessas plantas independente de qualquer limitacdo
estomatica a fotossintese (Watling e Press, 2001), o que também foi encontrado neste

estudo na hospedeira D. miscolobium.

A infestacdo de P. ovata tambem afetou a eficiéncia intrinseca no uso da &gua de
D. miscolobium e Acoz € gs de B. verbascifolia. Essas respostas vdo de encontro ao
afirmado por Glatzel e Geils (2009), em que os baixos potenciais hidricos impostos
pelos ramos da hemiparasita, acarretam um desbalan¢o hidrico que a planta hospedeira
ndo pode controlar. Assim, a hospedeira pode diminuir sua abertura estomatica (Chen et
al., 2011), controlando o uso da &gua para tentar minimizar a perda de dgua e manter o
balanco hidrico e consequentemente, menos CO, € absorvido, impactando as taxas de
assimilacdo (Orozco et al., 1990). Assim, a hospedeira compensa a perda de adgua pela
hemiparasita, reduzindo seu consumo no horario de maior demanda evaporativa da

atmosfera.

5.5. Fluorescéncia da clorofila a

As medidas de fluorescéncia tém sido bastante usadas em estudos fisiologicos
como indicador da capacidade fotossintética das plantas (Maxwell e Johnson, 2000),
fotoinibicdo (Moraes e Prado, 1998) alem do particionamento da energia em processos
assimilatérios e ndo assimilatérios (Franco e Littge, 2002). Para analisar o efeito do N,
que é constituinte de moléculas dissipadoras de energia e que, sob deficiéncia, pode
gerar fotoinibicdo nas plantas (Lu e Zhang, 2000; Pompelli et al., 2010), medidas de

fluorescéncia na hemiparasita foram comparadas, mas o maior suprimento de N obtido
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em P. ovata associada a D. miscolobium ndo resultou em um aumento na eficiéncia

fotoquimica e/ou dissipacdo de energia da hemiparasita.

Embora distinto do objetivo inicial, é interessante notar que os resultados na
estacdo seca de F,/Fn, da hemiparasita, mostraram que, independente da hospedeira, essa
apresentou fotoinibicdo cronica, ou seja, com fotodano e diminuicdo de F./Fy, a longo
prazo. Os valores de F,/Fp, estavam na faixa de 0,670 + 0,067, bem inferiores a 0,75-0,8
que sdo valores usuais para plantas em condi¢des Otimas e para folhas de sombra ou
baixa luminosidade, com valores ao redor de 0,83-0,85 (Maxwell e Johnson, 2000;
Raghavendra, 2000). Qualquer valor abaixo de 0,725 seria certamente considerado
fotoinibi¢do, segundo Raghavendra (2000), indicando algum tipo de estresse que as
plantas tenham sido submetidas. A fotoinibicdo pode ser mais prevalecente durante a
estacdo seca quando a condutancia estomatica e as trocas de CO, sofrem uma
diminuigdo mais pronunciada (Franco et al., 2007). Assim como P. ovata, a fotoinibicéo
cronica, também foi encontrada durante o pico da estacdo seca para seis espécies do
Cerrado estudadas por Moraes e Prado (1998). A fotoinibicdo cronica envolve a
danificacdo do maquinario fotossintético e diminui a capacidade fotossintética e taxa

fotossintética maxima (Hideg et al., 2002).

Os valores obtidos de F./Fn, nesse estudo estdo dentro dos encontrados por
Littge et al. (1998) para hemiparasitas num campo rupestre muito exposto a
luminosidade, mas diferem dos encontrados por esses autores para a hemiparasita P.
ovata num ambiente de Cerrado. As possiveis causas para as diferencas encontradas no
Fu/Frm entre esse trabalho e o de Liittge et al. (1998) no cerrado podem ter sido geradas
por fatores como a estacdo da coleta, diferenca na cobertura arbérea e caracteristica
fenolégica das hospedeiras, que interferem na quantidade de luz incidente na
hemiparasita. Esses dados reforcam o sugerido por Strong et al. (2000). Segundo esses
autores, plantas hemiparasitas aéreas se comportam como plantas de sombra. As
espécies de sombra tém baixas capacidades de transporte de elétrons assim como de
respostas fotoprotetoras como a dissipacdo de calor e fluorescéncia. Ainda, espécies
pouco adaptadas a altas intensidades luminosas apresentam um nivel menor de
plasticidade em suas respostas fotossintéticas (Lortie e Assen, 1996). Plantas adaptadas
a sombra, podem assim, sofrer maiores riscos fotoinibitorios se expostas a altos niveis

de luz, como sugerido por Lemos-Filho et al. (2004).
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O uso dos parametros da fluorescéncia sobre o efeito do parasitismo nas
hospedeiras, revelou que B. verbascifolia parasitada apresentou variacdo em seu
rendimento quantico ndo-fotoquimico relacionado a fotoprote¢ao, ®npg, €m 1 horério
na estacdo seca. A diferenca pontual pode indicar que o efeito da parasita sobre a
hospedeira pode ser mais marcante em um periodo do dia com forte risco de
fotoinibicdo & hospedeira em que essa precisa aumentar significativamente sua
dissipacdo de energia para evitar um fotodano, embora sem afetar com a mesma
significancia sua taxa fotoquimica. De acordo com Franco et al. (2007) esse tipo de
ajuste para dissipacao de energia por processos nao-fotoquimicos prové um mecanismo
dindmico para reduzir o risco de fotoinibicdo no meio-dia em plantas do Cerrado
quando a irradiancia e temperatura sdo maiores e o fechamento parcial dos estdmatos
resultam em consideravel reducdo nas concentracGes internas de CO,. Esses autores
também encontraram um fino ajuste entre o ciclo das xantofilas e 0s processos de
dissipacgdo de energia em espécies do Cerrado. Embora na estacéo seca ndo tenham sido
encontradas diferencas na condutancia estomatica neste horéario, esses dados sugerem

que a presenca da hemiparasita afetou a dissipacdo de energia da hospedeira.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos para as respostas fisiolégicas da hemiparasita P. ovata
mostram que essa teve seu balanco hidrico e nutricional influenciado por suas
hospedeiras, em que refletiu diferencas entre as hospedeiras no potencial hidrico
minimo e na maioria dos nutrientes foliares. Perante menor disponibilidade hidrica
(Wfmin), @ hemiparasita mostrou resposta coordenada no uso da agua, o que segundo
Ullmann et al. (1985) pode ser fundamental para a sobrevivéncia da hospedeira e
parasita em ambientes secos e quentes. J& para os nutrientes, o fato da hemiparasita
refletir as diferencas nutricionais de suas hospedeiras, mostra 0 qudo plastica é essa
parasita, que sendo generalista precisa se aclimatar aos diferentes perfis nutricionais

caracteristicos de cada hospedeira.

Essa relacdo nutricional, conforme sugerido em nossas hipdteses, houve maior
disponibilidade de N na hospedeira leguminosa e levou a um aumento no contetdo de N

foliar da hemiparasita, nos teores de pigmentos fotossintéticos e, pontualmente, na
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assimilacdo de CO, e condutancia estomatica da hemiparasita estudada. Contudo, outros
horarios da curva diaria e parametros de fluorescéncia ndo foram significativamente
influenciados pela disponibilidade diferencial de N entre as duas hospedeiras e ndo
houve evidéncias significativas de resposta compensatoria de aumento da transpiracao
da hemiparasita na hospedeira com menor disponibilidade de N, como sugerido por

alguns autores (Schulze et al., 1984).

A presenca da hemiparasita comprometeu alguns parametros das hospedeiras,
porém ndo similarmente. O parasitismo de P. ovata afetou a eficiéncia intrinseca do uso
da 4gua e taxa de assimilacdo na medida de 14 h da estacdo seca da hospedeira D.
miscolobium e influenciou o conteddo de potassio foliar, razdo clorofila total/
carotenoides, taxa de assimilacdo e de condutancia estomatica na medida das 14 h da
estacdo chuvosa e quenching ndo-fotoquimico relacionado & fotoprotegdo (®npg) da
estacao seca de B. verbascifolia. Observa-se que nas medidas de trocas gasosas, as duas
hospedeiras apresentaram variacdo em decorréncia da hemiparasita, embora em estacoes
distintas. Esses dados sugerem que a hospedeira B. verbascifolia pode ter sido mais

afetada pela presenca da hemiparasita que a hospedeira D. miscolobium.

A variacdo sazonal, tipica do Cerrado, influenciou todos os parametros em que
foi analisado, tanto nas hospedeiras (pelo menos em uma) quanto na hemiparasita.
Considerando as relacBes encontradas entre a hemiparasita e suas hospedeiras no
balanco hidrico e nutricional, alteracGes na absorcao desses recursos pelas hospedeiras é
a causa mais provavel para as respostas encontradas na hemiparasita. Essas respostas
relacionadas entre P. ovata e suas hospedeiras pode ser essencial para a sobrevivéncia
das duas plantas associadas (Stewart e Press, 1990), ja que a disponibilidade hidrica é

um fator limitante neste ambiente.
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ANEXO 1. Resultados das ANOVA’s de potencial hidrico foliar (¥f) das espécies
estudadas. Valores de p em negrito destacam diferencas significativas.

A. Valores de ANOVA’s do potencial hidrico foliar maximo (Wfyax) € minimo (Wfmin)
de P. ovata.

Tratamento Erro
Parametro df MS df MS F p
Wfinsx (estacio) 1 0,00253 11 0,03452 0,0732 0,791716

Wi, (hospedeira) 1 000119 11 003452  0,0345  0,856060
W,ay (interacio) 1 000436 11 003452  0,1264  0,728951

Wi (estagio) 1 086400 12 007192 12,0127  0,004666
P, (hospedeira) 1 041667 12 007192 57932  0,033099
P, (interacio) 1 030104 12 007192  4,1856  0,063332

B. Valores de ANOVA’s do potencial hidrico foliar maximo e minimo de D.
miscolobium.

Tratamento Erro
Parametro df MS df MS F p
Wi (€Stacio) 1 0,047110 12 0,048340  0,9746 0,343035
Pf s (NOSpedeira) 1 0,012943 12 0,048340 0,2678 0,614247

W, (interacio) 1 0067084 12 0,048340 1,3877  0,261620
W (estagio) 1 0036160 12 0005786 624990  0,027916
Wi, (hospedeira) 1 0018841 12 0,005786 3,25652  0,096278
W (interacio) 1 0015184 12 0,005786 2,62439  0,131197
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ANEXO 2. Resultados das ANOVA’s para concentragdes de nutrientes foliares entre
individuos parasitados das hospedeiras D. miscolobium e B. verbascifolia. Valores de p
em negrito destacam diferencas significativas e * indica diferenca significativa em
ANOVA, porem néo significativa de acordo com teste de Tukey (p< 0,05).

Tratamento Erro
Nutriente df MS df MS F p
N (hospedeira) 1 2,53382 12 0,00608 416,746 <0,000001
N (interacdo) 1 0,01262 12 0,00608 2,075 0,175324
P (hospedeira) 1 0,001127 12 0,000029 39,000  0,000043
P (interacdo) 1 0,000327 12 0,000029 11,308 0,005646
N:P (hospedeira) 1 252,01 12 6,35 39,696 0,000039
N:P (interacdo) 1 80,12 12 6,35 12,620  0,003978

K (hospedeira) 1 0,083627 12 0,006418 13,0305 0,003581
K (interagéo) 1 0,005227 12 0,006418 0,8144  0,384578

Ca (hospedeira) 1 1,710282 12 0,016854 101,4736 <0,000001
Ca (interagdo) 1 0,179307 12 0,016854 10,6385 0,006807

Mg (hospedeira) 1 0,010270 12 0,001684 6,0972  0,029534
Mg (interacdo) 1 0,002470 12 0,001684 1,4666  0,249193
S (hospedeira) 1 0,000010 12 0,000076 0,138 0,716883

S (interacéo) 1 0,000010 12 0,000076 0,138 0,716883

Zn (hospedeira) 1 0,004 12 4,556 0,0009 0,976370
Zn (interagdo) 1 0,504 12 4,556 0,1107  0,745121
Fe (hospedeira) 1 13832 12 27988 0,4942  0,495471
Fe (interacdo) 1 91 12 27988 0,0033  0,955402

Mn (hospedeira) 1 1617,2 12 529,4 3,0549  0,106010
Mn (interag&o) 1 44,2 12 5294 0,0835  0,777540
Cu (hospedeira) 1 6,3375 12 0,8333 7,6050 0,017352*
Cu (interagéo) 1 10,8375 12 0,8333 13,0050  0,003604
B (hospedeira) 1 725,58 12 258,67 2,8051  0,119809

B (interagdo) 1 531,93 12 258,67 2,0564  0,177107
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ANEXO 3. Resultados das ANOVA’s para concentragdes de nutrientes foliares de P.
ovata. Valores de p em negrito destacam diferencas significativas.

Tratamento Erro
Nutriente df MS df MS F p
N (estacéo) 1 2,59792 11 0,02394 108,510 <0,000001
N (hospedeira) 1 0,88712 11 0,02394 37,053 0,000079
N (interacdo) 1 0,000048 11 0,02394 0,148 0,708238
P (estagdo) 1 0,000882 12 0,000532 1,6566 0,222339
P (hospedeira) 1 0,006407 12 0,000532 12,0376 0,004635
P (interagdo) 1 0,000107 12 0,000532 0,2004 0,662359
N:P (estagdo) 1 0,36957 12 0,02029 18,217 0,001092
N:P (hospedeira) 1 0,00213 12 0,02029 0,105 0,751588
N:P (interacdo) 1 0,00807 12 0,02029 0,398 0,539995
0,02029
K (estagdo) 1 0,01121 12 0,14407 0,0778 0,785069
K (hospedeira) 1 2,82534 12 0,14407 19,6107 0,000823
K (interacéo) 1 0,00054 12 0,14407 0,0037 0,952190
Ca (estagéo) 1 0,518071 12 0,032081 16,1487 0,001704
Ca (hospedeira) 1 1,911514 12 0,032081 59,5834  0,000005
Ca (interacdo) 1 0,039191 12 0,032081 1,2216  0,290713
Mg (estagdo) 1 0,00028 12 0,03940 0,0071 0,934175
Mg (hospedeira) 1 0,60929 12 0,03940 15,4637 0,001990
Mg (interagdo) 1 0,09638 12 0,03940 2,4461 0,143796
S (estagdo) 1 0,000735 12 0,000184 3,9849 0,069110
S (hospedeira) 1 0,001602 12 0,000184 8,6837 0,012216
S (interagdo) 1 0,000027 12 0,000184 0,1446 0,710416
Zn (estacdo) 1 0,45435 12 0,03186 14,2612 0,002641
Zn (hospedeira) 1 0,23047 12 0,03186 7,2342  0,019683
Zn (interagdo) 1 0,06228 12 0,03186 1,9547 0,187387
Fe (estacdo) 1 19368,1 12 852,3 22,7239 0,000459
Fe (hospedeira) 1 1674,8 12 852,3 1,9650 0,186312
Fe (interacdo) 1 08 12 852,3 0,0010 0,975815
Mn (estagdo) 1 0,16385 12 0,03977 4,120 0,065153
Mn (hospedeira) 1 0,17670 12 0,03977 4,443 0,056748
Mn (interagdo) 1 0,03379 12 0,03977 0,850 0,374818
Cu (estacao) 1 116,2042 12 6,0111 19,3316 0,000870
Cu (hospedeira) 1 0,0375 12 6,0111 0,0062 0,938347
Cu (interacédo) 1 3,0375 12 6,0111 0,5053 0,490761
B (estacdo) 1 0,01420 12 0,02751 0,516 0,486299
B (hospedeira) 1 0,40313 12 0,02751 14,654  0,002404
B (interagdo) 1 0,00270 12 0,02751 0,098 0,759661
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ANEXO 4. Resultados das ANOVA’s para concentragdes de nutrientes foliares de D.
miscolobium. Valores de p em negrito destacam diferencas significativas

Tratamento Erro

Nutriente df MS df MS F p
N (estagdo) 1 0,24975 11 0,01367 18,265 0,001312
N (parasita) 1 0,00409 11 0,01367 0,299 0,595478
N (interacéo) 1 0,02102 11 0,01367 1,537 0,240855
P (estacéo) 1 0,06741 11 0,00256 26,340 0,000327
P (parasita) 1 0,00092 11 0,00256 0,360 0,560475
P (interagdo) 1 0,00109 11 0,00256 0,427 0,526906
N:P (estacéo) 1 81,24 11 7,40 10,978 0,006913
N:P (parasita) 1 0,73 11 7,40 0,098 0,759776
N:P (interagdo) 1 001 11 7,40 0,002 0,968925
K (estagdo) 1 0,000174 11 0,002613 0,0667 0,800913
K (parasita) 1 0,000520 11 0,002613 0,1991 0,664090
K (interacéo) 1 0,001212 11 0,002613 0,4639 0,509903
Ca (estacéo) 1 0,001319 11 0,002923 0,4512 0,515625
Ca (parasita) 1 0,001408 11 0,002923 0,4815 0,502124
Ca (interagdo) 1 0,008381 11 0,002923 2,8668 0,118518
Mg (estacao) 1 0,000123 11 0,000985 0,1252 0,730159
Mg (parasita) 1 0,000004 11 0,000985 0,0045 0,947831
Mg (interacdo) 1 0,000167 11 0,000985 0,1691 0,688822
S (estacéo) 1 0,00265 11 0,00356 0,746 0,406152
S (parasita) 1 0,00679 11 0,00356 1,908 0,194642
S (interagdo) 1 0,00019 11 0,00356 0,054 0,820646
Zn (estacéo) 1 0,2306 11 5,1515 0,0448 0,836298
Zn (parasita) 1 6,9766 11 5,1515 1,3543 0,269153
Zn (interagdo) 1 11,3009 11 5,1515 2,1937 0,166642
Fe (estacdo) 1 92101 11 9250 9,9574 0,009152
Fe (parasita) 1 656 11 9250 0,0709 0,795000
Fe (interacéo) 1 11437 11 9250 1,2365 0,289862
Mn (estagao) 1 0,05110 11 0,01767 2,892 0,117067
Mn (parasita) 1 0,00989 11 0,01767 0,560 0,470019
Mn (interagdo) 1 0,00282 11 0,01767 0,160 0,697217
Cu (estagéo) 1 0,193720 11 0,088241  2,19534 0,166498
Cu (parasita) 1 0,003801 11 0,088241  0,04307 0,839379
Cu (interacéo) 1 0,001100 11 0,088241  0,01246 0,913120
B (estacdo) 1 0,08 11 93,98 0,0008 0,977544
B (parasita) 1 83,53 11 93,98 0,8889 0,366033
B (interacdo) 1 3,08 11 93,98 0,0328 0,859562

106



ANEXO 5. Resultados das ANOVA’s para concentragdes de nutrientes foliares de B.
verbascifolia. Diferengas significativas em negrito e * indica diferenca significativa em
ANOVA, porem néo significativa de acordo com teste de Tukey (p< 0,05).

Tratamento Erro

Nutriente df MS df MS F p
N (estagdo) 1 0,132726 12 0,002373 55,94286 0,000007
N (parasita) 1 0,001880 12 0,002373  0,79253 0,390834
N (interacéo) 1 0,019061 12 0,002373  8,03425 0,015050
P (estacdo) 1 0,06190 12 0,00243 25,46  0,000286
P (parasita) 1 0,00169 12 0,00243 0,69 0,420983
P (interacdo) 1 0,03469 12 0,00243 14,27  0,002636
N:P (estacao) 1 0,01334 12 0,00368 3,630 0,080971
N:P (parasita) 1 0,00001 12 0,00368 0,001 0,970632
N:P (interacdo) 1 0,00232 12 0,00368 0,632 0,442153
K (estagdo) 1 0,092827 12 0,011484 8,0828 0,014813
K (parasita) 1 0,077760 12 0,011484 6,7709 0,023136
K (interacdo) 1 0,011760 12 0,011484 1,0240 0,331543
Ca (estacdo) 1 0,28291 12 0,03419 8,2751 0,013917
Ca (parasita) 1 0,04704 12 0,03419 1,3759 0,263554
Ca (interagdo) 1 0,06534 12 0,03419 1,9112 0,192017
Mg (estacéao) 1 0,000082 12 0,002024 0,0403 0,844181
Mg (parasita) 1 0,001500 12 0,002024 0,7409 0,406229
Mg (interacdo) 1 0,013500 12 0,002024 6,6685 0,023994
S (estacdo) 1 0,000184 12 0,000121 1,5172 0,241636
S (parasita) 1 0,000000 12 0,000121 0,0034 0,954193
S (interagdo) 1 0,000150 12 0,000121 1,2420 0,286914
Zn (estacdo) 1 8,817 12 4,322 2,0398 0,178732
Zn (parasita) 1 0,817 12 4,322 0,1889 0,671509
Zn (interagdo) 1 0,067 12 4,322 0,0154 0,903218
Fe (estagdo) 1 1075 12 36343 0,0296 0,866299
Fe (parasita) 1 3010 12 36343 0,0828 0,778405
Fe (interacéo) 1 25420 12 36343 0,6995 0,419310
Mn (estacdo) 1 310,54 12 261,37 1,1881 0,297112
Mn (parasita) 1 49594 12 261,37 1,8975 0,193510
Mn (interacdo) 1 094 12 261,37 0,0036 0,953228
Cu (estagdo) 1 0,017614 12 0,009676 1,8203 0,202181
Cu (parasita) 1 0,000861 12 0,009676 0,0889 0,770623
Cu (interacéo) 1 0,129090 12 0,009676 13,3409 0,003311
B (estacédo) 1 79,24 12 288,66 0,2745 0,609876
B (parasita) 1 73,37 12 288,66 0,2542 0,623276
B (interacdo) 1 1506,51 12 288,66 5,2189 0,041341*
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ANEXO 6. Resultados das ANOVA’s para 0s pigmentos fotossintéticos de P. ovata.
Valores de p em negrito destacam diferencas significativas. (Chl —clorofila; car —

carotendides).

Tratamento Erro
Pigmento df MS df MS F p

Chl a (estagéo) 1 0,246685 11 0,002994 82,384  0,000002
Chl a (tratamento) 1 0,039916 11 0,002994 13,330 0,003813
Chl a (estagio* tratamento) 1 0,031449 11 0,002994 10,503  0,007862
Chl b (estagio) 1 0019275 11 0,009024 2,1360  0,171847
Chl b (tratamento) 1 0,002438 11 0,009024 0,2702  0,613501
Chl b (estagdo*tratamento) 1 0,003266 11 0,009024 0,3619  0,559626
Car (estagéo) 1 0,065096 11 0,001896 34,3416 0,000109
Car (tratamento) 1 0,038803 11 0,001896 20,4709 0,000866
Car (estagé_o*tratamento) 1 0,005207 11 0,001896 2,7469 0,125658
Chl total (esta(s;ao) 1 0,149214 11 0,002796 53,372 0,000015
Chl total (tratamento) 1 0,022263 11 0,002796 7,963 0,016611
Chl total (estagio*tratamento) 1 0,018076 11 0,002796 6,465  0,027347
Chl total/ Car (estacio) 1 0,017199 11 0,005454 3,1533  0,103407
Chl total/ Car (tratamento) 1 0,002283 11 0,005454 0,4185  0,530934
Chl total/ Car (estagio*tratamento) 1 0,003880 11 0,005454 0,7114  0,416957

ANEXO 7. Resultados das ANOVA’s para 0s pigmentos fotossintéticos de D.

miscolobium. Valores de p em negrito destacam diferencas significativas. (Chl —

clorofila; car —carotendides).

Tratamento Erro

Pigmento df MS df MS F p
Chl a (estagao) 1 6,6847 11 0,8963 7,4583 0,019544
Chl a (parasita) 1 1,1453 11 0,8963 1,2778 0,282347
Chl a (interacéo) 1 0,3743 11 0,8963 0,4176 0,531395
Chl b (estacéo) 1 0,56396 11 0,08677 6,4993 0,027025
Chl b (parasita) 1 0,08565 11 0,08677 0,9870 0,341827
Chl b (interacéo) 1 0,00218 11 0,08677 0,0251 0,876915
Car (estagdo) 1 0,05435 11 0,06068 0,8957 0,364255
Car (parasita) 1 0,09385 11 0,06068 1,5468 0,239461
Car (interacéo) 1 0,01075 11 0,06068 0,1771 0,681957
Chl a+b (estagdo) 1 11,1319 11 1,4789 7,5272  0,019109
Chl a+b (parasita) 1 1,8573 11 1,4789 1,2559 0,286302
Chl a+b (interacéo) 1 0,3193 11 1,4789 0,2159 0,651233
Chl total/Car (estacdo) 1 0,22046 11 0,01560 14,130 0,003160
Chl total/Car (parasita) 1 0,00005 11 0,01560 0,004 0,953741
Chl total/Car (interacdo) 1 0,06963 11 0,01560 4,463 0,058325
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ANEXO 8. Resultados das ANOVA’s para os pigmentos fotossintéticos de B.
verbascifolia. Valores de p em negrito destacam diferencas significativas. (Chl —
clorofila; car —carotendides).

Tratamento Erro
Pigmento df MS df MS F p
Chl a (estagéo) 1 81,1704 11 1,2619 64,3223  0,000006
Chl a (parasita) 1 0,5179 11 1,2619 0,4104 0,534866
Chl a (interacdo) 1 3,2017 11 1,2619 2,5372  0,139502
Chl b (estacéo) 1 0,283042 11 0,006221 45,4944 0,000032
Chl b (parasita) 1 0,015663 11 0,006221 2,5176  0,140888
Chl b (interacéo) 1 0,031219 11 0,006221 5,0180 0,046694
Car (estagdo) 1 3,18819 11 0,10267 31,0532  0,000167
Car (parasita) 1 0,20864 11 0,10267 2,0321  0,181757
Car (interacédo) 1 0,02368 11 0,10267 0,2307  0,640447
Chl a+b (estagdo) 1 122,822 11 1,522 80,7141  0,000002
Chl a+b (parasita) 1 4,095 11 1,522 2,6908 0,129187
Chl a+b (interagéo) 1 11,101 11 1,522 7,2950  0,020622
1
Chl total/Car (estagdo) 1 0,031842 11 0,003489 9,127  0,011632
Chl total/Car (parasita) 1 0,028762 11 0,003489 8,245 0,015205
Chl total/Car (interacdo) 1 0,019671 11 0,003489 5,639  0,036851
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ANEXO 9. Resultados das ANOVA’s para parametros de trocas gasosas de P. ovata
nas estacOes chuvosa e seca. Valores de p em negrito destacam diferencas significativas.

A — Estacao chuvosa

Tratamento Erro

Parametro df MS df MS F p
Aco> (tratamento) 1 4,736 4 3,030 15632  0,279353
A co (horério) 4 16,861 16 2,852 59114  0,004061
E (tratamento) 1 0,478 4 8,266 0,0578  0,821759
E (horario) 4 18,737 16 5,336 3,6113  0,030655
gs (tratamento) 1 5,397650 1 0,113938 4,0180 0,115522
gs (horario) 4 0,268156 16 0,019039 14,0847  0,000041
gs (trat x hor) 4 0,120302 16 0,019039 6,3188  0,003008
EUA (tratamento) 1 0,15667 4 0,13093 1,1966  0,335456
EUA (horario) 4 1,65148 16 0,07973 20,7145  0,000004
Aoz (08h) 1 18,7371 4 2,2309 8,3988  0,044203
Aoz (10h) 1 1,2653 4 1,2923 0,9791 0,378436
Acoz (12h) 1 3,3476 4 1,5584 2,1481  0,216624
Aoz (14h) 1 4,6206 4 4,8175 0,95913  0,382858
Aoz (16h) 1 0,8226 4 4,5398 0,18120 0,692245
Anmix 1 5,4155 4 1,7982 3,0116  0,157685
gs (08h) 1 0,526976 4 0,028530 18,4712  0,012667
gs (10h) 1 0,050232 4 0,026562 1,89107 0,241076
gs (12h) 1 0,014973 4 0,009104 1,64460 0,268970
gs (14h) 1 0,000578 4 0,029294 0,01972 0,895119
gs (16h) 1 0,002389 4 0,011022 0,21678 0,665723

B- Estacdo chuvosa
Tratamento Erro

Parametro df MS df MS F p
Aco> (tratamento) 1 7,835 7 8,241 0,9507  0,362020
A coz (horério) 4 5,432 28 2,445 2,2213  0,092258
E (tratamento) 1 5,396 7 6,359 0,8485 0,387633
E (horario) 4 22,183 28 2,842 7,8052  0,000234
gs (tratamento) 1 0,000613 7 0,022451 0,0273  0,873455
gs (horario) 4 0,090129 28 0,007710 11,6906 0,000010
EUA (tratamento) 1 0,43993 8 0,38563 1,1408  0,316649
EUA (horario) 4 0,52805 32 0,13231 3,9909 0,009747
EIUA (tratamento) 1 0,03216 7 0,09894 0,3250 0,586439
EIUA (horério) 4 0,10582 28 0,01171 9,0399  0,000081
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ANEXO 10. Resultados das ANOVA’s para parametros de trocas gasosas de D.
miscolobium na estacdo seca. Valores de p em negrito destacam diferencas
significativas.

Tratamento Erro

Pardmetro df MS df MS F p
Aco> (tratamento) 1 4,455 8 9,090 0,4901 0,503726
A coz (horério) 4 6,601 32 2,239 2,9488 0,035042
E (tratamento) 1 0,780 8 9,364 0,0833 0,780229
E (horario) 4 12,018 32 1,293 9,2955 0,000042
gs (tratamento) 1 0,002075 7 0,007774 0,2669 0,621320
gs (horério) 4 2,640842 28 0,003899 677,2541 <0,000001
EIUA (tratamento) 1 1775,0 8 154,3 11,503 0,009477
EIUA (horério) 4 630,9 32 159,4 3,958 0,010136
A oo (08h) 1 3,3334 8 6,2775 0,53101 0,486964
A o2 (10h) 1 3,3904 8 3,7443 0,9055 0,369172
Acoo (12h) 1 2,4348 8 3,5279 0,6902 0,430206
A oo (14h) 1 11,1943 8 1,9112 5,8571 0,041840
Aoz (16h) 1 0,0292 8 2,5835 0,0113 0,917915
EIUA (08h) 1 120,35 8 156,43 0,7694 0,405977
EIUA (10h) 1 190,73 8 89,93 2,1208 0,183403
EIUA (12h) 1 579,53 8 335,69 1,7264 0,225299
EIUA (14h) 1 1146,60 8 124,16 9,2352 0,016089
EIUA (16h) 1 132,05 8 85,63 1,5421 0,249475
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ANEXO 11. Resultados das ANOVA’s para parametros de trocas gasosas de B.
verbascifolia na estagdo chuvosa. Valores de p em negrito destacam diferencas
significativas.

Tratamento Erro

Pardmetro df MS df MS F p
Aco> (tratamento) 1 0,538 4 2,057 0,262 0,635839
A co2 (horério) 4 52,936 16 3,498 15,132  0,000027
E (tratamento) 1 6,277 4 2,376 2,6414  0,179435
E (horério) 4 16,614 16 0,885 18,7726  0,000007
gs (tratamento) 1 0,000465 4 0,019514 0,0238  0,884814
gs (horario) 4 0,085549 16 0,014116 6,0606  0,003634
EUA (tratamento) 1 0,39980 4 0,17225 2,3210  0,202312
EUA (horario) 4 4,74624 16 0,11337 41,8658 <0,000001
EIUA (tratamento) 1 336,95 4 445,45 0,7564  0,433530
EIUA (horério) 4 828,05 16 99,76 8,3007  0,000800
A co. (08h) 1 0,9835 4 5,7966 0,1697  0,701528
A oz (10h) 1 2,043 4 1,985 1,0294 0,367686
Aoz (12h) 1 0,815 4 5,130 0,1588  0,710605
Aoz (14h) 1 10,1747 4 0,5681 17,911  0,013347
A o2 (16h) 1 0,0009 4 2,5704 0,0004  0,985678
gs (08h) 1 0,004510 4 0,069067 0,06529 0,810920
gs (10h) 1 0,005322 4 0,003728 1,4277  0,298137
0s (12h) 1 0,004475 4 0,002403 1,8623  0,244082
gs (14h) 1 0,005593 4 0,000491 11,3887 0,027921
gs (16h) 1 0,002175 4 0,000288 7,5609  0,051389
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ANEXO 12. Resultados das ANOVA’s para os valores diarios de fluorescéncia de
clorofila a das espeécies estudadas na estacdo seca. Valores de p em negrito destacam
diferengas significativas.
A. ANOVA’s de P. ovata
Tratamento Erro
Parametro df MS df MS F p
®ps, (tratamento) 0,017474 8 0,009642 1,8123  0,215135
®ps, (horério) 4 0,020277 32 0,004057 4,9978  0,003034

[EEN

ETR (tratamento) 1 690,4 8 1195,3 0,5776  0,469060
ETR (horério) 4 3602,3 32 1037,1 3,4733  0,018244
Dppo (tratamento) 1 0,02032 8 0,04201 0,4835 0,506513
®ppg (horario) 4 0,03579 32 0,00972 3,6813  0,014150
Dyo (tratamento) 1 0,000063 8 0,023644 0,0027  0,960006
Do (horério) 4 0,034635 32 0,004927 7,0303  0,000352
F./Fm (tratamento) 1 0,000124 8 0,009507 0,0131 0,911824
F./Fn (horério) 1 0,080825 8 0,0000987 31,2169 0,000518

B. ANOVA’s de D. miscolobium

Tratamento Erro
Parametro df MS df MS F p
®pg) (tratamento) 1 0,001957 8 0,006968 0,2808 0,610565
®pg, (horario) 4 0,057886 32 0,004301 13,4587 0,000002
ETR (tratamento) 1 1923,8 8 1183,0 1,6262 0,238011
ETR (horéario) 4 9641,7 32 1506,7 6,3994  0,000668
Dppo (tratamento) 1 0,009654 8 0,026145 0,3693 0,560261
Dppg (horério) 4 0,057783 32 0,013052 4,4273  0,005828
F./Fp, (tratamento) 1 0,00107 8 0,00281 0,380  0,554641
F./Fq, (horario) 1 0,00621 8 0,00072 8,616 0,018846
C. ANOVA'’s de B. verbascifolia
Tratamento Erro
Parémetro df MS df MS F p
ETR (tratamento) 1 182,6 8 2852,3 0,0640 0,806618
ETR (horério) 4 8166,9 32 1348,1 6,0579  0,000955
Dppo (tratamento) 1 0,01796 8 0,01302 1,380  0,273895
®ppo (horério) 4 0,02458 32 0,00696 3,534  0,016930
F./Fq, (tratamento) 1 0,000542 8 0,008259 0,066  0,804312
F./Fy, (horario) 1 0,029435 8 0,004464 6,594  0,033239
Dppo (08h) 1 0,000028 8 0,007174 0,0039 0,951510
Dppo (10h) 1 0,001575 8 0,009288 0,1696  0,691315
Oppo (12h) 1 0,001160 8 0,004761 0,2436  0,634869
Dppg (14h) 1 0,021019 8 0,003444 6,104  0,038677
Dppo (16h) 1 0,020669 8 0,016172 1,2780 0,291013
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