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Resumo
A seca € o principal estresse abidtico que limita 0 aumento de biomassa no mundo. Em
ambientes semiaridos especies lenhosas sempre verdes podem apresentar diversos
mecanismos de tolerancia a baixa disponibilidade hidrica. O objetivo do estudo foi
avaliar aspectos do metabolismo foliar na espécie Cynophalla flexuosa L., nativa da
caatinga, em associacdo com FMA sob dois ciclos de deficiéncia hidrica em casa de
vegetacdo. O experimento foi conduzido em delineamento experimental com arranjo
fatorial de 2 x 2 (FMA e déficit hidrico), totalizando 4 tratamentos com 5 repeticdes
cada. Os tratamentos de deficiéncia hidrica (Seca e FMA+Seca) tiveram a suspensdo da
agua durante 7 dias (méaximo estresse), e posteriormente foram reidratados por 3 dias
consecutivos (ciclo 1). Em seguida, a rega foi novamente suspensa durante 10 dias
(maximo estresse) e a reidratacdo apds 3 dias seguidos (ciclo 2). Foram avaliados
variaveis relacionadas ao status hidrico e o metabolismo do carbono foliar, além disso,
biomassa seca e o0 custo de construcdo foliar. No maximo estresse, 0s maiores valores
de conteldo hidrico relativo nos dois ciclos foram encontrados nas plantas de FMA. No
ciclo 1, a area foliar especifica foi maior nas plantas ndo micorrizadas, com maior custo
de construgdo nas plantas de FMA e maior concentracdo de Fdsforo na parte
subterranea nas plantas de FMA+Seca. No ciclo 2, plantas de FMA+Seca apresentaram
0 menor custo de construcdo e uma maior area foliar especifica. Durante esse periodo,
os valores de biomassa e nutrientes foram superiores nas plantas micorrizadas, onde as
de FMA+Seca apresentaram as maiores concentracfes de N e K. Em conclusdo, os
FMAs foram eficientes para aumentar a tolerdncia de C. flexuosa ao déficit hidrico
recorrente, com respostas mais proeminentes no ciclo 2, indicando a importancia de
estudos que visam a recorréncia do estresse hidrico, condicdo comum em ambiente

semiarido.

Palavras-chave: Micorriza. Caatinga. Metabolismo foliar. Custo de construcdo Foliar.

Trocas gasosas.



ABSCTRAT
Drought is the main abiotic stress limiting the increase of biomass in the world. In semi-
arid environments, evergreen woody species may present several mechanisms of
tolerance to low water availability. The objective of the study was to evaluate aspects of
foliar metabolism in Cynophalla flexuosa L., native to the caatinga, in association with
AMF under two cycles of water deficit in greenhouse. The experiment was conducted in
a 2 x 2 factorial arrangement (AMF and water deficit), totaling 4 treatments with 5
replicates each. The treatments of water deficiency (Drought and AMF + Drought) were
suspended for 7 days (maximum stress), and then rehydrated for 3 consecutive days
(cycle 1). The irrigation was then suspended again for 10 days (maximum stress) and
rehydration after 3 consecutive days (cycle 2). Variables related to water status and leaf
carbon metabolism were evaluated, in addition, dry biomass and the cost of leaf
construction. At maximum stress, the highest values of relative water content in the two
cycles were found in the AMF plants. In cycle 1, the specific leaf area was higher in
non-mycorrhizal plants, with higher construction costs in AMF plants and higher
concentration of Phosphorus in the underground part of AMF + Drought plants. In cycle
2, AMF + Drought plants had the lowest cost of construction and a larger specific leaf
area. During this period, biomass and nutrient values were higher in mycorrhizal plants,
where AMF + Drought presented the highest concentrations of N and K. In conclusion,
the AMFs were efficient to increase tolerance of C. flexuosa to recurrent water deficit ,
With more prominent responses in cycle 2, indicating the importance of studies aimed

at the recurrence of water stress, a common condition in a semi-arid environment.

Keywords: Mycorrhiza. Caatinga. Leaf metabolism. Leaf construction cost. Gas

exchange.
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1 INTRODUCAO

A seca € um dos principais fatores que limita a producdo de biomassa vegetal,
bem como influencia a distribuicdo de espécies e a biodiversidade dos ecossistemas
(MANAVALAN et al., 2009). A restri¢do na disponibilidade de 4gua acarreta uma série
de mudancas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares em todos os 6rgaos
da planta afetando negativamente o crescimento (WANG et al., 2001).

Em condicdes de estresse hidrico, as plantas podem manter a homeostase, mas esta
resposta é dependente da intensidade do estresse e 0 momento da exposi¢do bem como
0 numero de eventos de estresse (CHAVES et al.,, 2009). Estudos prévios tém
demonstrado que, algumas espécies ao passarem por mais de um evento de estresse
modifica suas respostas fisiologicas (WALTER et al., 2011; RIVAS et al., 2013). Esse
fendmeno, conhecido como hardening (endurecimento), sugere que as plantas tém
maior tolerancia ao estresse devido a altera¢fes bioquimica e/ou alteraces epigenéticas
que ocorrem apds a primeira exposicdo a perturbacdo do ambiente (BRUCE et al.,
2007).

Os ciclos repetidos de estresse hidrico sdo comuns em ambientes como a caatinga,
uma floresta tropical sazonalmente seca, que recobre a maior parte da regido nordeste
brasileira. Por causa do seu clima, com chuvas concentradas em 03 a 04 meses
consecutivos por ano e alta evapotranspiracdo do solo, as plantas sdo submetidas a um
déficit hidrico constante e severo (SANTOS et al., 2014), principalmente as poucas
espécies lenhosas sempre verde, as quais devem apresentar diferentes mecanismos de
tolerancia a baixa disponibilidade hidrica.

Em condicbes naturais, as plantas crescem em associagdo com varios
microrganismos do solo, sendo um mecanismo de adaptacdo intrinseca (RUIZ-
LOZANO et al., 2012). Mais de 80% das plantas terrestres realizam associa¢cdo com 0s
fungos micorriziccos arbusculares, e cerca de 50% da comunidade microbiana do solo é
de micorrizas (BERBARA et al., 2006), dessa forma a associacdo com 0s FMAS séo
apontados como importante estratégia das plantas para suportar condi¢fes adversas
(PAGANO et al., 2008). A associagédo das plantas com micorrizas é considerada uma
simbiose, pois ha translocacdo de material nas duas direcdes: carboidratos para o fungo,
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proveniente do processo fotossintético, agua e nutrientes inorganicos para a planta
disponibilizados pelos fungos, principalmente o fosforo (VANCE et al., 2003).

Estudos prévios sugerem mecanismos pelos quais a simbiose com os FMA pode
aliviar a deficiéncia hidrica em muitas plantas, onde os mais importantes incluem ganho
e transferéncia da agua através da hifa fungica para a planta, mudancas nas propriedades
de retencdo da agua no solo (AUGE, 2004), ganhos nas trocas gasosas e eficiéncia do
uso da agua (NEUMANN et al., 2009, FROSI et al., 2016), aquisi¢do e translocacédo de
nutrientes, bem como a estruturagédo do solo (MICHALIS et al., 2013).

Diante da restricdo hidrica a fotossintese € um dos processos do metabolismo
primario dos vegetais que é mais afetado (LIU & HUANG, 2008). Existem varios
mecanismos ecofisiolégicos que contribuem para a tolerancia a seca em plantas.
Mecanismos esses como a diminuicdo da condutancia estomatica, que ¢ um dos
primeiros mecanismos de tolerancia utilizada na maioria das plantas (GALLE et al.,
2011), reducdo na éarea foliar, aumento da eficiéncia no uso da &gua e alteragbes no
metabolismo bioguimico (RIVAS et al., 2013; FROSI et al., 2016).

A Cynophalla flexuosa é uma das poucas espécies lenhosas sempre verde que
ocorrem no semiarido do nordeste brasileiro. Assim, nossa pergunta central neste estudo
é: a simbiose entre FMA e raizes de C. flexuosa poderia amenizar os efeitos da baixa
disponibilidade hidrica no solo sobre aspectos da fisiologia foliar? Dentro desse
contexto, o presente estudo visa avaliar alguns aspectos do metabolismo foliar na
espécie Cynophalla flexuosa L. em associacdo com FMA sob dois ciclos de deficiéncia
hidrica controlada. Diante do que foi exposto, nossa hipétese é que plantas jovens de C.
flexuosa quando micorrizadas, apresentardo maior tolerancia ap6s o primeiro ciclo de

estresse hidrico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Descricdo e distribuicéo da espécie

A Cynophalla flexuosa L. é uma espécie sempre verde, conhecida popularmente
como feijdo-bravo, pertence a familia Caparaceae que possui 12 géneros e 29 espécies.
E uma espécie nativa originaria do Nordeste brasileiro, com porte arbustivo-arboreo e
folhas perenes, ocorrendo na regido Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul do
Brasil, em estados como Acre, Amazonas, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Espirito Santo,
Minas Gerais (LEWIS 2015).

Sua altura pode variar entre 3,0 - 6,0 m, com caule simples ou multiplo, ereto,
geralmente sarmentoso nas extremidades, com cascas cinza escuro, levemente rugosa
nas plantas idosas, folhas alternas, simples, obovadas, ou mesmo levemente lobadas,
com face ventral e dorsal glabras (LIMA 1989). Seu ciclo reprodutivo ocorre durante o
periodo seco, o que Ihe garante certa independéncia em relagéo ao ciclo das chuvas.

A C. flexuosa possui um grande potencial econdmico, pois sua madeira pode ser
utilizada para o fornecimento de estacas e lenhas, desperta grande interesse por ser
encontrada em diversos tipos de solos e de clima e por apresentar potencial forrageiro
para utilizacdo no semiérido, possui uso medicinal e ornamental, além de ser indicada
para recuperacao de solos (FIGUEIREDO 2005). Entretanto, apesar da sua importancia,

pouco se sabe sobre o potencial de sua utiliza¢do e da sua fisiologia.

2.2 Déficit hidrico

A seca é hoje um dos principais fatores que limita a producdo e crescimento
vegetal, tanto na agricultura como em condi¢des naturais, bem como influencia a
distribuicdo de espécies e a biodiversidade dos ecossistemas (MANAVALAN et al.,
2009). O ultimo relatério do Painel Intergovernamental de Mudangas Climéticas
(IPCC), divulgado em 2014, trouxe uma sintese de diversos estudos, e através deles
foram construidos modelos climéaticos que revelaram quatro cenarios possiveis que
poderemos enfrentar nos proximos anos (IPCC, 2014). Nele, a previsdo de variagdo
climatica apresentada para o Nordeste brasileiro, no ano de 2050, é de um aumento na
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temperatura de até 2,5°C, reducdo da precipitacdo em até 35%, combinado com um
aumento global de CO, atmosférico que podera atingir 550 ppm (partes por milhao).

Esse cenario é preocupante, quando consideramos o fato de que 62% do Nordeste é
semiarido (FILHO et al.,2014). Grande parte desse semiarido é ocupado pela Caatinga,
uma floresta tropical sazonalmente seca, que apresenta aproximadamente 735.000 km?
de extensdo, baixos indices pluviométricos (de 500 a 700 mm por ano), temperatura
média de 28 °C e grandes manchas de solos rasos e pedregosos que armazenam pouca
agua.

A restricdo na disponibilidade de &gua acarreta uma série de mudancas
morfolégicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares em todos os 6rgdos da planta
afetando negativamente crescimento e produtividade (WANG et al., 2001). Nesse
aspecto, a fotossintese é um dos processos do metabolismo priméario dos vegetais que €
mais afetado pela restri¢do hidrica (LIU & HUANG, 2008). A diminui¢do da difusdo de
CO, da atmosfera para o sitio de carboxilacdo é geralmente considerada a principal
causa da diminuicdo da fotossintese em planta sob déficit hidrico moderado (FLEXAS
et al., 2004). Outra resposta das plantas a baixa disponibilidade de agua é a inibicdo de
crescimento aéreo que, apesar de diminuir a area transpiracional, acaba reduzindo
também a radiacdo interceptada durante todo o periodo vegetativo e, consequentemente,
ocorre diminuicdo da producdo de biomassa (PEREIRA & CHAVES, 1993). Além
disso, a reducdo de gas carbdnico (CO,) captado para fotossintese por devido ao
fechamento estomatico, acaba induzindo um estresse oxidativo, que pode afetar o
metabolismo normal através de danos oxidativos a lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(POMPELLLI et al., 2010). Condicdes de seca severa podem ainda levar a interrupcgéo do
desenvolvimento reprodutivo, senescéncia, murcha, dessecacdo e morte de folhas
imaturas (SCHULZE, 1986).

Dentre as adaptacOes fisioldgicas, anatdbmicas e morfolégicas que permitem as
plantas sobreviverem em ambientes adversos, a cuticula e 0s estbmatos sdo os principais
responsaveis pela manutencédo do status hidrico foliar da planta. Juntos, eles formam um
sistema integrado de funcgdes fisiologicas que aperfeicoa a atividade fotossintética e as
trocas gasosas como um todo (OLIVEIRA et al., 2003). Os estdmatos sdo 0s maiores
responsaveis pelo controle dos processos vitais da planta, como a fotossintese e a
transpiracdo (RODRIGUES et al.,, 2011). A condutancia estomatica se relaciona

diretamente com a intensidade luminosa e o grau de hidratagcdo foliar, regulando a
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abertura e o fechamento do estdbmato (RODRIGUES et al., 2011). Assim, a condutancia
estomatica, moldada de acordo com as atuais condi¢des ambientais, € uma estratégia
evolutiva da planta para maximizar sua eficiéncia do uso da &gua, controlando
simultaneamente a transpiracdo e a absorcdo de CO,, bem como definindo a estratégia
de sobrevivéncia da planta (RODRIGUES et al., 2011). Para auxiliar os estdmatos
nesse desafio de controlar a perda de &gua para a atmosfera, surge a cuticula que
representa a principal barreira contra a perda de agua nas folhas por um controle ndo
estomatico (FIGUEIREDO et al., 2012).

Depois da fotossintese, um dos processos mais afetados durante a seca € o
metabolismo de carboidratos, devido a diminuicdo de oferta de CO, para as enzimas
carboxilases, como consequéncia do fechamento estomético. Andlises bioquimicas
sugerem que alteracfes no processo de quebra de carboidratos sob estresse hidrico seja
uma resposta adaptativa (ALAM et al., 2010). Em alguns casos, quando o nivel de agua
atinge valores muito baixos, observa-se tanto uma diminui¢do na taxa de metabolismo
de carbono fotossintético, como mudancas qualitativas (MARQUES DA SILVA &
ARRABACA, 2004).

2.3 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)

A micorrizagdo é uma associagdo simbidtica, na maioria das vezes mutualistica,
entre alguns tipos de fungos e raizes de plantas. As micorrizas sdo classificadas em as
ectomicorrizas e as endomicorrizas. As endomicorrizas mais comuns sao as do tipo
arbuscular, formadas pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) do Filo
Glomeromycota, que penetram intracelularmente no cortex da raiz hospedeira
(SCHUBLER et al., 2001). A micorrizacdo por FMAs é de longe a mais amplamente
distribuida, sendo encontrada em praticamente todas as latitudes e na maioria dos
ecossistemas, realizando associagdo com mais de 95% das plantas vasculares existentes
(SMITH & READ, 2008). A planta fornece substrato energético ao fungo, que pode
chegar a 20% dos fotossintatos (KASCHUK et al., 2009), enquanto o fungo através do
seu micélio externo, capta nutrientes do solo promovendo uma melhoria nutricional
para sua hospedeira (EVELIN et al., 2009; RUIZ-LOZANO et al., 2012).

Os FMAs possuem 240 espécies formalmente descritas, das quais 119 tém sido

registradas no Brasil (SOUZA et al., 2010), o que representa, aproximadamente, 50% da
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diversidade total. A ocorréncia e a densidade dos FMAs dependem das caracteristicas
da planta hospedeira, do fungo e de fatores edafoclimaticos, bem como de fatores
antrdpicos, os quais exercem seus efeitos pelo manejo e uso dos solos (STADDON et
al., 2003). A composicdo de espécies arbusculares parece ser afetada pela composicédo
de espécies de plantas. Por isso, a gestdo da diversidade da flora local é importante para
sustentar a comunidade de FMAs. Atividades antropicas como a monocultura parecem
mudar a composicdo de espécies FMA e reduzir a sua diversidade populacional
(PAGANO, 2007).

Diferentemente das plantas, todos os FMAs sdo simbiontes obrigatorios,
necessitando dessa associagdo para completar o seu ciclo de vida, contudo, é importante
que essa hospedeira seja compativel (SMITH & LEIA, 2008). Os primeiros propagulos
dos fungos sdo formados no solo, desenvolvendo estruturas assimbioticas que néo
sobrevivem muito tempo fora das raizes das plantas. Forma-se entdo, a partir das hifas
infectivas, um micélio que perceberd os exsudatos das raizes, iniciando assim, a
colonizagdo. O fungo entdo penetra nas células da epiderme ou pelos radiculares e
formam uma unidade de infeccdo. Como ultimo alvo, estdo as células corticais mais
interiores, onde as hifas penetram a fim de se diferenciarem em arblsculos, estruturas
que representam o principal sitio de troca de nutrientes (BONFANTE, 2005). Assim, é
estabelecida uma perfeita relacdo morfolégica e funcional entre a planta e o fungo,
proporcionando, na maioria das vezes, importantes beneficios para os vegetais (CHEN
et al., 2005).

A participagdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) na diversidade e no
funcionamento dos ecossistemas tem sido reconhecida, principalmente, devido ao seu
efeito sobre a diversidade e produtividade das plantas (SOUZA et al., 2008). Essa
simbiose € conhecida por ser uma das estratégias mais antigas e difundidas de plantas
para melhorar a aquisicdo de nutrientes e de lidar com o estresse ambiental
(BRACHMANN et al., 2006). A maioria das plantas em ecossistemas naturais
dependem, em graus diferentes, dessa simbiose para a absorcdo de fésforo (P),
nitrogénio (N) e outros nutrientes; consequentemente, eles sdo de grande interesse para
a restauracdo de terras degradadas e conservagdo dos ecossistemas naturais. Os FMAS
podem gerar outros beneficios para plantas, como: aumento da biomassa e producéo de
sementes (PAGANO et al., 2008), estruturacdo do solo (RILLIG &MUMMEY, 2004),

aumento de pigmentos bioprotetores, ajudam na aquisicdo e a translocacdo de
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nutrientes, aumentam a capacidade de absorcdo de agua (SOUZA et al., 2008),
melhoramento no crescimento de muda vegetal, reduzindo o tempo de viveiro
(SIQUEIRA, 2002). Os efeitos benéficos em podem ser observados em diferentes
especies vegetais, desde lenhosas até herbaceas, ap0s a associacdo com FMA
(ZANGARO et al., 2007), mostrando que a presenca dos FMAs ¢ essencial para a
sustentabilidade dos ecossistemas, desenvolvimento das plantas e a manutencdo da
diversidade bioldgica.

Em condicGes de déficit hidrico, varios estudos realizados sugerem mecanismos
pelos quais a simbiose com os FMA pode aliviar o estresse hidrico em muitas plantas.
Dentre 0s mecanismos mais importantes, sdo destacados ganho e transferéncia da agua
através da hifa fangica para a planta, mudancas nas propriedades de retencdo da agua no
solo (AUGE, 2004), melhor ajustamento osmético (KUBIKOVA et al., 2001), ganhos
nas trocas gasosas e eficiéncia do uso da agua (NEUMANN et al., 2009) e protecao dos

danos oxidativos gerados pela seca (PORCEL et al., 2003).

2.4  Crescimento vegetal ,custo de construcao foliar e area foliar especifica

Na maioria das vezes a sobrevivéncia e reproducdo dependem do tamanho da planta
e, por conseguinte, a taxa de crescimento (SHIPLEY, 2006). A taxa de crescimento
superior facilita a captura dos recursos disponiveis e da a planta uma vantagem
competitiva sobre as demais (GROTKOPP & REJMANEK,2007). O sucesso das
espécies depende do uso eficiente de recursos disponiveis. Uma baixa exigéncia de
recursos pode aumentar a capacidade competitiva das espécies. A exigéncia de uma
espécie pode ser influenciada pela quantidade de energia necessaria para executar
funcGes de crescimento (NAGEL & GRIFFIN, 2001). Uma economia de energia
permite as espécies alocar recursos em estratégias de crescimento tais como incremento
de biomassa, alta taxa de crescimento relativo, crescimento da raiz e producdo de
sementes (SONG et al., 2007).

Em muitos estudos o crescimento das plantas é simplesmente considerado como a
acumulacdo de biomassa, sem considerar a composi¢cdo quimica da biomassa
construida. No entanto, a maneira que uma planta investe os fotoassimilados e os

minerais absorvidos em diferentes compostos quimicos, influencia diretamente o seu
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desempenho de crescimento, o custo de construcdo foliar (CC) e os custos de
manutencdo (CM) (VILLAR et al., 2006).

O CC ¢ definido pela quantidade de glicose utilizada para a construcdo de um
grama de biomassa (WILLIAMS et al., 1987), ou seja, a quantidade de glicose
necessaria a construcdo de esqueletos de carbono, reduzindo o poder na forma de
NADPH e energia para a sintese de compostos organicos e normalmente variam de
cerca de 1,1 a cerca de 1,9 g de glicose g-1 para as folhas de diferentes espécies
(POORTER et al., 2006;. VILLAR et al., 2006). O CC esta indiretamente relacionado
com a taxa de crescimento relativo (WILLIAMS et al., 1987), e pode ser usado para
avaliar as diferengas no uso dos recursos, indicando a eficiéncia entre espécies de
plantas (NAGEL & GRIFFIN, 2001).

Geralmente, um baixo CC esta associado a taxa de crescimento relativo alta e até
mesmo pequena diferencas no CC pode levar a diferencas substanciais na taxa de
crescimento (GROTKOPP & REJMANEK, 2007; ZHENG et al., 2009). Para as plantas
com o custo de construcdo foliar baixo,6 mais vantajoso e mais econdmico
bioquimicamente e estruturalmente o investimento de energia na constru¢do de uma
nova folha,em vez de investir em estratégias para manter as folhas velhas, (POORTER
& BONGERS, 2006;. ZHU et al., 2013). Por outro lado, as plantas com os custos de
construcdo foliar alto, podem investir 0s seus recursos em metabolitos de defesa, que
sdo caros em termos de energia (WESTOBY et al., 2002).

Outra caracteristica funcional chave que pode permitir a compreensdo dos
comportamentos ecofisioldgicos das plantas e do crescimento, é a area foliar especifica
A mesma influencia diretamente no uso da capacidade fotossintética e na eficiéncia de
recursos, tal como a luz, dgua e nutrientes (NOUVELLON et al., 2010). Em geral, a
area foliar especifica tende a ser mais elevada nas plantas que colonizam areas que estdo
no inicio dos estagios sucessionais. Nessas areas sucessionais iniciais, o investimento no
crescimento € mais importante do que o investimento em atributos que permitem, a
longo prazo, a persisténcia das plantas, como a producgdo de compostos de defesa (ZHU
et al., 2013). Geralmente plantas que possuem taxas elevadas de area foliar especifica
tém maior conteddo de nitrogénio na folha, o que sugere que a maior parte da energia é
utilizada para a sintese de proteinas, principalmente sob a forma de Rubisco, que
contribui para taxas fotossintéticas mais elevadas (VILLAR FOTOSSINTETICOS &

MERINO, 2001). Por outro lado, plantas que possuem folhas menores podem utilizar
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iSSO como uma estratégia para diminuir o tempo que foi necessario para recuperar 0s
custos de construcdo da folha (POORTER et al., 2006).

Embora j& se tenha alguns estudos disponiveis a respeito CC e area foliar associado
a parametros ecofisioldgicos (SONG et al., 2007; OSUNKOYA et al., 2010 ; SINGH et
al., 2011; FALCAO et al., 2015), ainda pouco se sabe sobre a relacio desses parametros

funcionais em plantas associadas aos fungos micorrizicos arbusculares.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar os aspectos ecofisiolégicos em plantas jovens de Cynophalla flexuosa em
associacdo com FMAs em dois ciclos recorrentes de déficit hidrico em condicGes de

casa de vegetacao.

3.1.1 Objetivos Especificos

e Quantificar a colonizacdo micorrizica em plantas jovens de C. flexuosa nos
diferentes tratamentos apds os ciclos recorrentes de déficit hidrico.

e Avaliar as trocas gasosas em plantas jovens de C. flexuosa nos diferentes
tratamentos apos os ciclos recorrentes de déficit hidrico.

e Analisar o ganho de biomassa nos diferentes tratamentos.

e Auvaliar o metabolismo bioquimico foliar dos carboidratos sollveis totais em
plantas jovens de C. flexuosa nos diferentes tratamentos apds os ciclos

recorrentes de déficit hidrico.
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4AMETODOLOGIA

4.1 Material Vegetal

As sementes de Cynophala flexuosa foram coletadas em 15 individuos em Serra
Talhada. As sementes foram desinfetadas com hipoclorito de sodio (0,5%) e germinadas
em bandejas contendo vermiculita. Todo o solo utilizado no experimento foi coletado na
Estacdo Experimental de Itapirema-Goiana-PE, do Instituto Agrondmico de Pernambuco
(IPA).

4.2 Condigoes de crescimento Local de estudo

O experimento foi conduzido em novembro de 2015 em casa de vegetacdo da
Universidade Federal de Pernambuco (8°08°58°’S; 34°56°55°°W), com temperatura média
de 30°C e umidade relativa do ar de 70%, onde as plantas foram mantidas sob hidratacéo
ideal (capacidade de pote) até a aplicagdo do déficit hidrico.

A densidade de fluxo de féton fotossintético (DFFF) era entre 500 e 900 umol m2s™
nos dois ciclos e o0 DPV no maximo estresse do ciclo 1 era de 1,49 kPa e no ciclo 2 era
1,44 kPa, j& na reidratacdo do ciclo 1 era de 1,45 kPa e no ciclo 2 de 1,20 kPa (Fig. 2D).

4.3 Multiplicacdo dos Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os inoculos de FMA foram obtidos através da multiplicacdo através de material
proveniente do banco de germoplasma do Departamento de Micologia da UFPE. As
especies multiplicadas foram Acaulospora longula Spain & N.C. Schenck (URM FMA 07)
e Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. Schitler (URM
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FMA 03), tendo como plantas multiplicadoras o pain¢co (Panicum miliaceum) e sorgo
(Sorghum bicolor), em ciclo de trés meses. A multiplicagéo foi realizada em vasos de 5 kg,
em solo autoclavado (120° por 1 h, em dois dias alternados). O nimero de esporos dos
FMAs foi determinado pelo método de peneiramento por via Umida, em uma aliquota de
50 g de solo, seguindo-se centrifugacdo a 700 x g por 3 minutos em sacarose (40%, m/v)
(JENKINS,1964). As quantificacbes dos esporos foram feitas sob microscépio
estereoscopico com aumento de 40 vezes, em placas com canaletas concéntricas
(GERDEMANN & NICOLSON 1963).

4.4 Inoculacédo

Quando as plantulas apresentaram o primeiro par foliar, foram transferidas para
copos plasticos de 100 mL, com solo autoclavado e, nessa ocasido, foi feita a inoculagédo
com as duas espécies de FMA, A. longula e C. etunicatum, utilizando solo inéculo com,
aproximadamente, 150 esporos por espécie, totalizando 300 esporos por planta, depositadas
na regido das raizes. Apos 30 dias da inoculacdo, as plantas jovens juntamente com o
torrdo de solo, foram transferidas para sacos de mudas contendo 5 kg de solo, nédo
esterilizado. Nesse momento, foi feita a aplicacdo de superfosfato simples na concentragéo
de 27 mg.dm™ para todas as repeticdes. Essa aplicacdo foi realizada para otimizar o

processo de colonizacéo.

4.5 Tratamentos

Apbs a transferéncia das plantas jovens para 0s sacos de muda, as mesmas foram
mantidas hidratadas até os 6 meses de desenvolvimento. O experimento foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com arranjo fatorial de 2 x 2,
correspondendo ao processo de inoculagdo (presenca e auséncia de FMAS) e ao déficit
hidrico (irrigado e suspenso), totalizando 4 tratamentos com 5 repeti¢des (Tabela 1). As
plantas foram divididas em dois grupos, onde as plantas do grupo 1 (1° Estresse) foram
submetidas a suspensao hidrica até o maximo estresse —ME (gs proximo de 0) e logo apds
foram reidratadas. As do segundo grupo passaram pelo mesmo processo do grupo 1, s6 que
apos a reidratacdo passaram novamente por um novo déficit hidrico, totalizando assim dois

periodos de deficiéncia hidrica.
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4.6 Conteudo hidrico relativo foliar (CHR) e umidade relativa do solo (URS)

Discos foliares de tamanho conhecido foram coletados as 06:00h e pesados
imediatamente em balanca de precisdo (AND H200, Toquio, JP) para obtencdo do peso
fresco (PF). Logo em seguida, os discos foliares foram embebidos por 24 h em &gua
deionizada, e pesados novamente para obtencdo do peso targido (PT). Posteriormente, 0s
discos foram secos em estufa de ventilacdo forcada por 48 h, e pesados novamente para
obtencdo do peso seco (PS). O conteudo hidrico relativo foliar (CHR) foi calculado através
da seguinte formula, de acordo com Barrs e Weatherley (1962): CHR(%)=[PF-PS/PT-
PS]x100. A umidade relativa do solo (URS) foi obtida em todas as repeti¢Ges utilizadas
nas avaliacdes de trocas gasosas com a utilizacdo de medidor de umidade do solo (v/v)
(HFM 2030, Falker, Porto Alegre, BR).

4.7 Colonizagdo micorrizica

A quantificacdo da colonizacdo das raizes foi feita por observacdo das estruturas
fangicas. Para isso, foi coletado 1g de raiz de cinco plantas por tratamento as quais foram
clarificadas com KOH (10%; p/v) por 48 h em temperatura ambiente (25°C), lavadas com
agua destilada e coradas com fucsina &cida (0.1%; p/v) por 12 h. Cem fragmentos de 1 cm
de cada amostra foram montados entre 1dmina e laminula e analisados em microscépio
com aumento de 40 x (GIOVANNETTI & MOSSE, 1980). Foi considerada colonizada a
planta que apresentou uma das seguintes estruturas proprias de FMA: arbusculos, vesiculas

e/ou esporos e hifas.

4.8 Trocas gasosas, Déficit de pressdo de vapor (DPV) e Densidade de fluxo de
fétons fotossintéticos (DFFF)

As trocas gasosas foram mensuradas em folhas expandidas e ndo senescentes
através de analisador de gases por infravermelho (IRGA, ADC, model LCi-Pro;
Hoddesdon, UK), obtendo-se a conduténcia estomatica (gs), assimilacdo liquida de CO,
(A), e foi calculada a eficiéncia do uso da agua (EUA- Assimilacdo/Transpiracdo). As

medidas foram realizadas entre 9:00h e 10:00h e a densidade de fluxo de fétons
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fotossintéticos (DFFF) foi determinada de acordo com a radiacdo global incidente no
momento das medicdes, e variou entre 500 e 900 pmol m™?s™. O déficit de pressdo de
vapor (DPV) foi calculado durante o experimento atraves da formula es-e,, onde e € a
pressao de vapor saturante e e, é a pressdo de vapor ambiente (CAMPBELL & NORMAN,
1998), utilizando a temperatura e umidade relativa do ar, obtida com termohigrémetro
digital (Termo-Higro SH 122, J. Prolab, Sao José dos Pinhais, BR). No ciclo 1 de seca, 0
maximo estresse ocorreu apos 7 dias de suspensdo de rega; no segundo ciclo ocorreu ap6s

10 dias de restrigdo hidrica.

49 Carboidratos SolUveis Totais

Folhas foram coletadas (~3g) as 15:00h durante 0 maximo estresse e no Gltimo dia
da recuperacao e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -20°C. As
folhas foram utilizadas para determinar o teor carboidratos solUveis totais (CST), todas as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro de duplo feixe (Geneses 10S UV-Vis,
Thermo Scientific, Waltham, USA). Para a extracdo dos CST foi utilizada 50 mg de massa
fresca de folha para preparo da extracdo etandlica. Os CST foram mensurados de acordo
com DUBOIS et al. (1956), usando D (+) glicose como padrao e a absorbancia lida a 490

nm.

4.10 Biomassa

A parte aérea e subterranea foram separadas e colocadas em estufa de ventilacédo
forcada a 70 °C por cinco dias. O material foi pesado em balanca de precisdo (AND H200,
Téquio, JP), obtendo-se 0 peso seco de cada parte e total. A partir desses dados foi

calculado a razéo parte aérea e subterranea (PA/PS).

411 Area foliar, area foliar especifica e custo de construcéo foliar

Quinze folhas ndo senescentes e completamente expandidas de cinco individuos por
tratamento foram coletadas. As folhas foram digitalizadas, e as suas areas foram

determinado ultilizando o programa Imagem - Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Inc.,
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rockville EUA). Depois de determinar as areas foliares, as folhas foram secas em estufa a
60 C durante 72h e pesado num balanca de precisdo (HR-200, E, Tokyo, JP). As &reas
foliares especificas (AFE) foram determinadas pela relacdes entre area foliar e as massas
secas.

Para se obter os teores de cinzas (g kg?), 250 mg de matéria seca foram
pesado numa balanga de precisdfo e depois colocado numa mufla, onde
manteve-se a 500 ° C durante 6 h. Os teores de cinzas foram determinadas por
as diferencas de peso pré e pés-mufla (L1 et al., 2011).

O poder calorificos (AHc Kj g™) foi obtido pela combustéo de 500 mg de matéria
seca em um calorimetro (C200, IKA, Heiters-Heim, DE) de acordo com VILLAR &
MERINO (2001).0s resultados foram determinadas pela formula: AHc = calorias /(1-
cinzas).

O custo de construcdo da folha por unidade de massa (g glicose g* MS) foi
calculada utilizando os resultados da cinza, concentragdo de nitrogénio ¢ AHc de acordo
com WILLIAMS et al., (1987): CCmassa=[[(0,06968 AHc - 0,065) (1- Cinzas) + 7,5 (kN /
14,0067)] / GE, onde k é o estado de oxidacdo do azoto (+5 a -3 para o nitrato e aménio), e
GE representa a eficiéncia de crescimento que se estima ser 0.87m (Penning de Vries et al.,
1974). O custo de construcdo de folhas por unidade de area (g de glicose m™) foi calculada
como a razdo entre a massa CC e AFE.

A eficiéncia fotossintética da utilizacdo de energia (EFUE) foi calculada com a razédo
da assimilacdo de CO, (A) pelo custo de construcédo foliar (NAGEL et al, 2005).

412 Nutrientes

Para a quantificacio do nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K*), foram utilizados
250 mg de material foliar e radicular seco. O material foi digerido em solucéo de éacido
sulfarico (H,SO4) em bloco digestor a 350 °C para obtencdo do extrato das amostras
(THOMAS et al., 1967). O conteudo total de N foi determinado através da titulacdo do
extrato com HCI depois da adicdo de é&cido bodrico e um indicador colorimétrico
(THOMAS et al.,, 1967). O conteudo de P foi determinado espectrofotometricamente
(Spectrophotometer 600S, FEMTO, Séo Paulo, BR) de acordo com Murphy e Riley (1962)
utilizando uma curva de concentragdo de P. O conteldo de K* foi determinado por

fotometria de chama (DM-62, Digimed, S&o Paulo, BR) utilizando uma solugéo de 5 ppm
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de K* como padrdo. Através dos resultados de N e P, foi calculada a razdo N:P. A
eficiéncia Fotossintética do uso de nutrientes (EFUN) foi determinada pela razdo de
assimilacdo de CO, e o contetdo da folha de cada nutriente.

4.13 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA fatorial, tendo-se como fatores os FMAS e 0
déficit hidrico, e quando necessario, as médias foram contrastadas pelo teste de Student
Newman Keuls a 5%, atraves do programa Statistica 8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, OK 74104,
USA). Os dados de colonizacao foram transformados para Varcoseno(x).
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5 RESULTADOS

5.1 Conteudo hidrico relativo (CHR) e umidade relativa do solo (URS)

O CHR no primeiro dia de experimento foi menor nas plantas controle do ciclo 1
quando comparadas aos demais tratamentos. No ME do ciclo 1 (7° dia) o CHR
apresentou reducdes nos tratamentos submetidos ao déficit hidrico (Seca e FMA+Seca)
de 9 e 10%, respectivamente. Os maiores valores foram encontrados nas plantas do
tratamento FMA, sendo superior em 11% quando comparadas as plantas controle. Apds
a reidratacdo, os valores foram recuperados em relacdo ao controle, sendo 12% superior
nas plantas de Seca (Fig. 1A).

No ciclo 2 o CHR foi menor nas plantas de Seca quando comparadas aos outros
tratamentos. No ME do ciclo 2 (10° dia), os tratamentos hidratados (Controle e FMA)
apresentaram 0s maiores valores, enquanto os tratamentos submetidos a deficiéncia
hidrica tiveram uma reducdo de 31 e 39% para FMA+Seca e Seca, respectivamente,
comparado ao Controle. Na segunda reidratagcdo, os tratamentos submetidos a seca
apresentaram uma recuperagéo total do seu CHR (Fig. 1A).

A URS apresentou reducdes nos tratamentos de déficit hidrico (Seca e FMA+Seca)
a partir do segundo dia de experimento tanto para o ciclo 1, como para o ciclo 2. Apos a
reidratacdo as taxas foram recuperadas nos tratamentos submetidos a seca comparado

aos tratamentos hidratados (Fig. 1B).
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Figura 1. A- Conteldo hidrico relativo (CHR- %) e B- Umidade relativa do solo (URS-
%) em plantas jovens de Cynophalla flexuosa em dois ciclos de déficit hidrico com 4
tratamentos: controle, FMA, Seca e FMA+Seca, em casa de vegetacao. A seta indica o

maximo estresse e as linhas pontilhadas a divisdo de um ciclo para o outro. (n=5£E.P).
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5.2  Colonizagéo micorrizica

Plantas do tratamento controle ndo apresentaram colonizagdo micorrizica nos dois
ciclos de déficit hidrico. Plantas com a presenca de FMA (FMA e FMA+Seca) nédo
diferiram entre si, tanto no ciclo 1 quanto no ciclo 2, apresentando uma porcentagem de

colonizagdo de 15,5% e 14,5, respectivamente.

Tabela 1. Porcentagem de colonizagdo micorrizica de plantas jovens de Cynophalla
flexuosa em dois ciclos de déficit hidrico,em casa de vegetacdo. (n=5xE.P).

Tratamentos  Colonizacao (%)

Controle 08
FMA 14+1 434
Seca 08

FMA+Seca 17+1,294
Ciclo 2

Controle 0"
FMA 1242294
Seca 0®

FMA+Seca 17+2 514

*Letras diferentes em cada coluna indicam diferengas significativas entre os tratmentos em cada

ciclo de déficit hidrico pelo teste de Student Newman Keuls (5%6).

5.3 Trocas gasosas

Todos os parametros de trocas gasosas apresentaram uma reducdo nos tratamentos
de deficiéncia hidrica comparado aos hidratados no ciclo 1, a partir do segundo dia de
experimento.

Ao longo de todo experimento do ciclo 1, até o maximo estresse, plantas hidratadas
(Controle e FMA) apresentaram as maiores taxas de gs (Fig. 2A) e assimilagdo A (Fig.
2B) quando comparadas as plantas submetidas ao déficit hidrico (Seca e FMA+Seca).
No ME a gs, A e a EUA (Fig. 2C) foi superior nas plantas em condigéo hidratada, tendo

as controles apresentado as maiores taxas de ¢s, seguido de FMA. Na condicdo de
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deficiéncia hidrica as plantas ndo diferiram entre si. ApoOs a reidratacdo as plantas
conseguiram recuperar suas taxas e se aproximar das plantas hidratadas.

No ciclo 2 houve uma queda acentuada nas taxas de gse A a partir do sexto dia de
experimento nas plantas submetidas ao deficit hidrico, com menores redugdes nos
tratamentos de FMA+Seca. No ME, as plantas hidratadas apresentaram as maiores taxas
de gs e A. A eficiéncia no uso da &gua (EUA) foi maior nas plantas Controles, seguida
das FMA, com menores taxas nas plantas de deficiéncia hidrica, as quais ndo diferiram
entre si. Apés a reidratagdo as plantas conseguiram recuperar suas taxas de trocas

gasosas.
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Figura 2- Trocas gasosas nas folhas de plantas jovens de Cynophalla flexuosa em dois
ciclos de déeficit hidrico com 4 tratamentos: controle, FMA, Seca e FMA+Seca, em
casa de vegetacdo. A seta indica 0 maximo estresse e as linhas pontilhadas a divisao de

um ciclo para o outro. Os parametros sdo: condutancia estomatica A- (gs); B - taxa
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fotossintética liquida (A); C - eficiéncia no uso da agua (EUA) e D- Déficit pressao de

vapor (DPV). (n=5z£E.P).

5.3 Carboidratos solUveis totais

No méaximo estresse do ciclo 1, plantas hidratadas (Controle e FMA) apresentaram
as maiores taxas de carboidratos sollveis totais quando comparadas as plantas
submetidas ao déficit hidrico (Fig. 3A). Apds a reidratacdo, as plantas do tratamento
FMA tiveram uma reducdo de 48% nas suas taxas de carboidratos comparadas as
Controles (Fig. 3B). No méximo estresse do ciclo 2, as maiores concentragbes de
carboidratos foram encontradas nas plantas Controle e FMA+Seca, seguido das plantas
de Seca que tiveram uma diminuicao de 22% quando comparada as Controles (Fig. 3A).
As menores concentracfes foram encontradas nas plantas de FMA, tendo uma reducéo
de 35% em relagdo ao Controle. Apos a reidratacdo, as plantas Controles mantiveram as
maiores concentraces de carboidratos, seguidas das plantas de FMA+Seca, Seca e
FMA (Fig. 3B).
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Figura 3- Carboidrato sollveis totais nas folhas de plantas jovens de Cynophalla
flexuosa em dois ciclos de déficit hidrico com 4 tratamentos: controle, FMA, Seca e
FMA+Seca, em casa de vegetacdo. Maximo estresse-A e Reidratagdo- B. (n=5xE.P).

5.4  Biomassa e area foliar especifica (AFE)

No ciclo 1, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para a biomassa
da parte aérea e subterranea.. A area foliar especifica foi maior nas plantas néo
micorrizadas (Controle e Seca) comparado as plantas micorrizadas (FMA e FMA+Seca)
(Tabela 2).

No ciclo 2, as plantas micorrizadas (FMA e FMA+Seca) apresentaram 0s maiores
valores de biomassa da parte aérea e subterrdnea em relacdo aos demais tratamentos.
N&o houve diferenca significativa entre a relacdo A/S. A AFE foi maior nas plantas de
FMA+Seca, tendo um aumento de 15% em relacdo ao Controle, seguido das plantas
Controles, Seca e tendo os menores valores de AFE nas de FMA (Tabela 2).

Tabela 2- Medidas de biomassa [parte subterranea, aérea e razdo P.A/P.S
(aérea/subterranea)-g], area foliar especifica (area foliar/biomassa- AFE) em plantas
jovens de Cynophalla flexuosa em dois ciclos de déficit hidrico com 4 tratamentos:
Controle, FMA, Seca e FMA+Seca, em casa de vegetacdo (n=5xE.P).

Ciclo1

Biomassa (g)
Tratamentos ) A

Aérea Subterranea P.A/P.S AFE

Controle 2,32+0,39"P 2,70+0,16"P 5,02+0,41° 59,35+1,95"
FMA 1,99+0,12 2,30+0,18 4,29+0,208 54,43+2 558
Seca 2,83+0,16 2,58+0,13 5,41+0,23" 62,78+1,77°
FMA+Seca 2,54+0,23 3,21+0,26 5,76+0,49” 57,35+2,428

Ciclo 2
Controle 2,160,147 2,52+0,35° 4,69+0,45"° 50,74+1,11F
FMA 2,810,274 3,55+0,33" 6,36+0,45 42,16+1,26°
Seca 2,17+0,16° 2,33+0,22°8 4,50+0,37 52,91+2,638
FMA+Seca 2,95+0,26" 2,81+0,324 5,76+0,40 58,18+1,59 4
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*Letras diferentes em cada coluna indicam diferencas significativas entre os tratmentos em cada

ciclo de déficit hidrico pelo teste de Student Newman Keuls (5%6).

55  Custo de construcéo foliar e EFUE

No ciclo 1, plantas do tratamento FMA apresentaram o maior custo de construcdo
foliar, tendo um aumento de 28%; o menor CC foi encontrado nas plantas de Seca,
tendo uma reducdo de 21% em relacdo ao controle (Fig.4A). Plantas de FMA
apresentaram uma menor EFUE, tendo uma reducdo de 38% quando comparadas ao
controle, enquanto os outros tratamentos ndo diferiram entre si (Fig.4B).

No ciclo 2, plantas Controles apresentaram os maiores valores de CC, seguido das
plantas de Seca e FMA. O menor custo foi encontrado nas plantas de FMA+Seca, que
tiveram uma reducéo de 44% em relacdo ao controle (Fig.4A). A menor taxa de EFUE
foi encontrada nas plantas de Seca, tendo uma reducdo de 40% quando comparadas ao

Controle, os outros tratamentos ndo diferiram entre si (Fig.4B).

[ Controle ] FMA [l Seca Il FMA+Seca

Maximo estresse A

1600}
N
! A

A
E 1200} ] B
3
8 B c
= ] |D
(=2}
= 800t D
(@]
(@]
400 +
Reidratagdo B
0,016}
A A

7 I A
= 0,012t A A
E 5 e
=
w 0,008t
D B
L
I

0,004+

Ciclo1 Ciclo 2



35

Figura 4- Custo de construcdo Foliar de plantas jovens de Cynophalla flexuosa em dois
ciclos de déficit hidrico com 4 tratamentos: controle, FMA, Seca e FMA+Seca, em casa
de vegetacdo. Os parametros sdo: Custo de construgdo foliar (CC) -A e eficiéncia
fotossintética da utilizacdo de energia (EFUE) - B. (n=5xE.P).

5.6 Nutrientes

No ciclo 1, apenas o P diferiu, onde plantas de FMA+Seca apresentaram as maiores
concentragdes desse nutriente na parte subterrdnea, tendo um aumento de 79% em
relacdo ao Controle. Os maiores valores da relacdo N:P da parte subterranea foram
encontrados nas plantas Controles e nas de FMA. As plantas controles também
apresentaram a maior EFUN em relagdo aos demais tratamentos. Para as outras
eficiéncias ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 3).

No ciclo 2, as maiores concentracdes de N na parte aérea foram encontradas em
plantas de Seca e FMA+Seca. Além de ter apresentado as maiores concentracfes de N
na parte aérea, plantas de FMA+Seca apresentaram tambeém as maiores concentracoes
desse nutriente na parte subterrdnea, com aumentos de 20% na parte aérea e de 41% na
parte subterranea, em relacdo ao Controle. As menores taxas de N foram encontradas
nas plantas de FMA tanto na parte aérea como na subterranea, tendo uma reducdo de
12% e 26%, respectivamente, comparados ao Controle. As maiores concentragdes do K
na parte aérea foi nas plantas de Seca, seguida das FMA+Seca, tendo um aumento de
49% e 24% respectivamente, comparados ao Controle. Plantas controles apresentaram a
maior eficiéncia no uso de todos os nutrientes (EFUN, EFUP e EFUK), quando

comparadas aos demais tratamentos. (Tabela 3).
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Tabela 3- Medidas de nutrientes [parte subterranea, aérea-g] e da eficiéncia no uso desses nutrientes em plantas jovens de Cynophalla flexuosa

Ciclo 1
Nutrientes (g kg™) Eficiéncia (umol C. mmol)
Tratamentos N P K* N:P EFUN EFUP EFUK
Aérea Subterranea Aérea Subterranea Aérea Subterranea Aérea Subterranea

Controle 19,16+1,99"° 12,70+1,41N° 0,39+0,03"° 0,29+0,04° 16,37+1,68"° 6,24+1,44"° 49,1242 61N° 43,79+2,71% 0,05+0,008* 5,89+0,629"P 0,18+0,002"°
FMA 22,58+1,08 13,742,72 0,46+0,04 0,36+0,02° 18,04+0,94 5,80+0,97 49,08+3,60 38,05+0,99" 0,03+0,001° 3,870,390 0,120,008
Seca 24,6£0,31 13,0243,26 0,44£0,02 0,36+0,03° 16,28+1,46 7,04£0,60 55,90%2,72 36,16+2,05° 0,03+0,001° 4,26+0,273 0,140,012
FMA+Seca 20,5+1,66 13,92+2,23 0,41+0,05 0,52+0,03* 15,13+1,25 5,94+1,07 50,00+2,14 26,76+2,60° 0,04+0,004® 4,65+0,890 0,140,013

Ciclo 2
Controle 19,58+1,55"% 13,74+0,95%® 0,42+0,06"° 0,35+0,04"° 13,86+0,63¢ 9,02+0,97"° 46,61+4,09"° 39,25+2 58"° 0,04+0,003* 5,130,584 0,18+0,007*
FMA 17,26+0,89° 10,17+0,47¢ 0,43+0,03 0,40+0,03 14,63+0,97¢ 5,28+0,56 40,13+2,78 25,42+1,54 0,03+0,001* 3,63+0,404% 0,12+0,013°
Seca 23,24+1,06" 13,661,248 0,50+0,04 0,400,04 20,73+0,77% 7,87+0,66 46,48+4,74 34,15+2,97 0,02+0,002° 2,29+0,181° 0,07+0,004°
FMA+Seca 23,44+2,01% 19,42+3,45% 0,53+0,06 0,43+0,04 17,16+0,55° 9,81+2,21 44,22+3,86 45,16+2,39 0,02+0,004° 2,84+0,488° 0,10+0,022%¢

em dois ciclos de déficit hidrico com 4 tratamentos: Controle, FMA, Seca e FMA+Seca, em casa de vegetacdo. (n=5zS.E.)

*Letras diferentes em cada columa indicam diferenca significativa entre os tratamentos em cada ciclo de déficit hidrico pelo teste de Student
Newman keuls (5%).
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6 DISCUSSAO

Plantas associadas ao FMA apresentaram maior ganho de biomassa, maiores taxas
fotossintéticas e maior ganho nutricional tanto na condicao hidratada, como na condigédo
de déficit hidrico principalmente no ciclo 2 , dessa forma, o que foi hipotetizado
incialmente ao estudo se confirmou (plantas jovens de C. flexuosa quando micorrizada
apresentardo maior tolerancia quando expostas a deficiéncia hidrica recorrente).

Nossos dados demonstram que plantas sob as mesmas condicdes ambientais
submetidas a um unico ciclo de déficit hidrico chegaram ao maximo estresse (quando as
trocas gasosas se aproximaram de zero) em 7 dias, enquanto as que foram submetidas a
um segundo ciclo suportaram o déficit hidrico por 10 dias, indicando assim uma maior
tolerancia a esse estresse com respostas mais acentuadas para a maioria dos parametros
mensurados. Comportamentos semelhantes foram encontrados em estudos como o de
CONRATH et al., (2006) e RIVAS et al., (2012), demonstrando que as plantas de C.
flexuosa tem a capacidade de memorizar um evento de estresse sofrido previamente e de
responder de forma mais rdpida diante de um estresse recorrente. Estudos recentes
demonstraram que, quando uma planta é submetida a exposicdo prévia ao estresse, ela
tem a capacidade de responder mais rapidamente e com mais vigor para um recorrente
evento de estresse (WALTER et al., 2011).

Em termos de conteudo hidrico, plantas associadas aos FMAS, tanto em condicéo
hidratada quanto de déficit hidrico apresentaram os maiores conteddos no dia do
maximo estresse nos dois ciclos avaliados, com resposta mais acentuada no ciclo 2.
Esse comportamento indica que a simbiose eficientemente ajudou a planta na absorgéo e
retencdo de agua nas folhas e essa melhoria é obtida através das hifas fungicas que
conseguem explorar os menores poros do solo e assim obter esse recurso de forma mais
eficiente (AUGE, 2004).

Esse maior contetdo hidrico no ciclo 2 pode ter influenciado nas trocas gasosas
nesse periodo, de forma mais acentuada que no primeiro ciclo. Plantas inoculadas e
submetidas ao déficit hidrico (FMA+Seca) apresentaram uma menor redugdo da
conduténcia estomatica e da assimilagdo de CO,, com uma maior eficiéncia do uso da
agua, quando comparadas as plantas de Seca. Trocas gasosa mais elevadas em plantas
lenhosas inoculadas com FMA sob hidratacdo e seca foram encontradas também no
estudo feito por LIU et al., (2015) e FROSI et al., (2016) com uma espécie nativa da
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caatinga, Poincianella pyramidalis. A simbiose micorrizica pode promover mudancas
no movimento da &gua das plantas hospedeiras, na taxa de fluxo de seiva e
condutividade hidraulica da raiz (BARZANA et al., 2012), contribuindo assim para a
maior fotossintese. Além disso, QUEREJETA et al., (2007) relatam que plantas
micorrizadas com FMA sdo mais eficientes quanto a fixacdo do CO, comparado as
plantas ndo inoculadas, situagdo observada durante 0 nosso experimento tanto nas
condigOes hidratadas e quanto de seca, refletindo em maiores taxas de crescimento,
principalmente no ciclo 2, no tratamento de FMA+Seca.

Plantas associadas aos FMAs apresentaram um comportamento diferente sob
hidratacdo e seca em relagdo ao custo de construcdo foliar e a EFUE. Plantas inoculadas
e hidratadas (FMA) apresentaram uma baixa EFUE, que levou a um alto custo de
construcdo foliar e a uma reducdo na area foliar. Uma possibilidade é que plantas com
os custos de construcao foliar alto pode investir os seus recursos em metabolitos de
defesa, que séo caros em termos de energia (WESTOBY et al., 2002). Dessa forma,
produziriam folhas menores como estratégia, a fim de reduzir o tempo necessario para
recuperar os custos de construcao da folha (POORTER et al., 2006).

As plantas de Seca apresentaram uma baixa EFUE em relacdo aos demais
tratamentos, o que significa que estas plantas podem assimilar significativamente menos
carbono por unidade de energia. Isso levara a planta a ter um menor investimento de
energia na construcdo de uma nova folha, e assim tendo um maior investimento em
estratégias para manter as folhas velhas (POORTER & BONGERS, 2006;. ZHU et al.,
2013).

Essas diferencgas no custo de construcdo podem também ser atribuidas a diferenca na
area foliar especifica. Essa é uma caracteristica funcional chave que pode permitir a
compreensdo dos comportamentos ecofisioldgicos de plantas, pois influencia
diretamente no uso da capacidade fotossintética e na eficiéncia no uso de recursos, tal
como luz, gua e nutrientes (SHIPLEY et al., 2005; NOUVELLON et al., 2010).

Plantas sob inoculagcdo submetidas ao segundo ciclo, apresentaram ganhos de
biomassa em ambos os tratamentos hidricos. As plantas sob FMA+Seca além de uma
maior biomassa, apresentaram também uma maior &rea foliar especifica em relacdo aos
demais tratamentos. Em geral, a area foliar especifica tende a ser mais elevada nas
plantas onde o investimento no crescimento € mais importante do que o investimento

em atributos que permitem a longo prazo persisténcia de plantas (ZHU et al., 2013).
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Esse maior ganho de biomassa também esta associado as maiores taxas fotossintéticas
dessas plantas. As plantas que apresentam maiores areas foliares especificas tendem a
ter maior conteudo de Nitrogénio na folha, como € o caso dessas plantas. 1sso sugere
que a maior parte da energia é utilizada para a sintese de proteinas, principalmente sob a
forma de Rubisco, que contribui para taxas fotossintéticas mais elevadas (VILLAR
FOTOSSINTETICOS &MERINO, 2001).

Além da disponibilidade de nutriente no solo, o estado de hidratagdo da planta é um
fator chave na mobilizacdo de nutrientes do solo para as folhas (DURAND et al., 2010).
A seca afeta negativamente a aquisi¢do, assimilacdo e alocacdo de nutrientes entre 0s
6rgdos da planta (GONZALEZ-DUGO et al., 2012), principalmente o fésforo que € um
elemento de baixa mobilidade no solo. Em nosso estudo, plantas inoculadas submetidas
ao déficit hidrico apresentaram maior concentracdo de fésforo nas raizes no ciclo 1,
enguanto que no ciclo 2 obtiveram um maior acumulo de nitrogénio tanto na parte aérea
como na subterrdnea e potassio na parte aérea das plantas. Como a mobilidade de
nutriente € mais limitada sob condic6es de seca, 0 FMA atuou mais significativamente
na absorcdo desses elementos, tendo assim um impacto mais significativo sobre o
crescimento e desenvolvimento das plantas em relacdo as plantas hidratadas,
aumentando a tolerancia ao estresse hidrico (MATHUR & VYAS,2000).

Estes resultados demostram que o déficit hidrico recorrente aumentou a tolerancia a
seca em plantas de C. flexuosa e que a utilizacdo do FMA ¢é benéfica tanto na condicéo
hidratada como em condicGes de déficit hidrico. O FMA nas plantas em condicao
hidratada promoveu um maior ganho de biomassa. Em condicGes de seca, as plantas
micorrizadas apresentaram menores reduces nas taxas fotossintéticas, além de
apresentarem ganhos em biomassa em relacdo aos demais tratamentos. Entretanto, essas
plantas investiram em caracteristicas menos custosas, como em uma maior area foliar
especifica, a qual esta relacionada com maior area fotossitética. Dessa forma, os FMAs
podem ser indicados como uma ferramenta para aumentar a tolerancia de C. flexuosa
sob condicdo de deficiéncia hidrica. Entretanto, as respostas mais proeminentes dos
beneficios das micorrizas para a planta foram observadas no segundo ciclo de restrigdo
hidrica. Esse fato aponta a importancia de estudos com ciclos recorrentes, condigédo

comum em ambientes semiaridos.
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