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JOCA, T. A. C. Respostas fisioldgicas envolvidas na tolerancia a restricdo hidrica e estresse
luminoso em Orchidaceae epifitas. 2020. 113p. TESE (DOUTORADO) —INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO

Orquideas epifitas estdo expostas a diferentes microclimas, que sdo caracterizados pela alta
irradidncia imposta ao dossel e baixa irradiancia em plantas situadas no sub-bosque. Além
disso, este grupo de plantas frequentemente lida com a restricdo hidrica. Na producdo
comercial, o estabelecimento de orquideas é em quase sua totalidade limitada pela distribuicdo
e intensidade destes mesmos fatores disponibilizados em casas de vegetacdo. Gomesa flexuosa
Sims e Oncidium sphacelatum Lindley pertencem a subtribo Oncidiinae, e quando hibridizadas
déo origem a O. ‘Aloha’ (uma orquidea CAM facultativa e importante hibrida comercial). O
objetivo deste estudo foi elucidar a performance fotossintética e as estratégias de balanco
hidrico de G. flexuosa e O. sphacelatum sob condic6es de estresse hidrico e luminoso, focando
tanto nas diferencas interespecificas como nas fungdes dos diferentes 6rgdos em um mesmo
individuo. Para isso, analisamos trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, quantificacdo de
lipoperdxidos, discriminacdo isotopica, acidez titulavel, conteddo relativo de agua e potencial
hidrico em tecidos foliares, de pseudobulbos e raizes, em diferentes tratamentos envolvendo
restricdo hidrica e variacdo luminosa. Depois de restricdo hidrica por 60 dias, G. flexuosa
apresentou conversao de metabolismo C3 para CAM, o que deu subsidios para uma melhor
performance das trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, mecanismo de fotoprotecdo e
relagBes hidricas. Quando submetida a dois eventos de restri¢do hidrica, mostrou capacidade de
armazenar informacdes de experiéncia prévias, apresentando memoria fisioldgica. Ao avaliar
como a restricdo hidrica somada ao estresse luminoso influencia nas respostas fisioldgicas de
ambas as espécies por 180 dias, mais uma vez G. flexuosa apresentou melhor performance e
possibilidade de rustificacdo pela luz, enquanto O. sphacelatum ndo se rustificou e nédo
apresentou memoria fisiologica. Estes dados podem contribuir para programas de conservacao

de espécies nativas, além de nortear estratégias de cultivo para fins comerciais.

PALAVRAS CHAVE: Gomesa flexuosa, Oncidium sphacelatum, balanco hidrico, habito

epifitico, rendimento fotossintético
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Physiological responses involved in water restriction tolerance and light stress in
epiphytes Orchidaceae

ABSTRACT

Epiphyte orchids are exposed to different microclimates, which are characterized by high
irradiance imposed on the canopy and low irradiance in plants located on the understory. In
addition, this group of plants frequently deals with water restriction. In commercial production,
the distribution and intensity of these same factors inside the greenhouses also limit the orchids
establishment. Gomesa flexuosa Sims and Oncidium sphacelatum Lindley are Oncidiinae
species and when hybridized, it gave origin to O. ‘Aloha’ (a facultative CAM orchid and na
important commercial hybrid). The aim of this study was to elucidate the photosynthetic
performance and the water balance strategies of G. flexuosa and O. sphacelatum under water
and light stress conditions, focusing on an interspecific diferences as well as on different organs
functions in the same individual. For that, we analyzed the gas exchange, chlorophyll a
fluorescence, lipoperoxides quantification, isotopic discrimination, titratable acidity, water
relative content and water potential of leaf, pseudobulb and root tissues in different treatments
involving water restriction and light variation. After 60 days of water restriction, G. flexuosa
converted the photosynthetic metabolism from C3 to CAM, which provided a better
performance on gas exchanges, chlorophyll a fluorescence, photoprotection mechanism and
water relations. When G. flexuosa was submitted to two events of water restriction, it showed
a capacity to store information from previous stress experiences, demonstrating physiological
memory. When evaluating how water restriction added to light stress influences the
physiological responses of both species for 180 days, G. flexuosa again showed better
performance and light rusting possibility, while O. sphacelatum did not rust and did not show
physiological memory. Our results can contribute to conservation programs of native orchids

species as well to guide cultivation strategies for commercial purposes.

KEYWORDS: Gomesa flexuosa, Oncidium sphacelatum, water balance, epiphytic habit,
photosynthetic yield
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INTRODUCAO GERAL

A grande diversidade existente dentre aproximadamente 25.000 epifitas nos trépicos, se
da principalmente pelos diferentes tipos de vegetacdo em que se estabelecem, ocorrendo desde
0 sub-bosque até a periferia das copas das arvores (BENZING, 1990; ZOTZ & HIETZ, 2001).
Essencialmente, a maior desvantagem associada ao habito epifitico é a aquisicdo de agua e o
baixo suprimento de nutrientes, que advém gquase em sua totalidade de fontes pluviais (WENT,
1940; ZOTZ & HIETZ, 2001). Apesar disso, 0 acesso a luz e a competicdo por esse recurso,
além da maior exposicdo de flores aos polinizadores, prevencdo de herbivoros terrestres e
melhor dispersdo de sementes estdo entre as vantagens do estabelecimento epifita (DRESSLER,
1981; GOWLAND et al. 2013).

Dentre as plantas vasculares epifiticas, podemos citar representantes das familias
Araceae, Bromeliaceae, Cactaceae, Piperaceae, Orchidaceae, entre outros, com destaque
especial para as orquideas. Este grupo de plantas € muito bem-sucedido e altamente
diversificado, sendo que dentre as mais de 23.000 espécies em todo 0 mundo, cerca de 70% sdo
epifitas (ZOTZ, 2013). Isso se deve principalmente aos mecanismos estruturais e fisiologicos
necessarios para superar flutuacdes na disponibilidade de recursos que permitem ajustes aos
ambientes contrastantes ao longo do processo evolutivo, incluindo o epifitico (BLACK, 1973;
CRONQUIST, 1981; NADKARNI, 1986; DRESSLER, 1993; ZOTZ & HIETZ, 2001;
MOREIRA et al., 2013; JOCA et al., 2017).

Estudos sugerem que a distribuicdo vertical de epifitas € influenciada por trés fatores
principais: microclima, interacGes bidticas e tipo de substrato (BENZING, 1990; ZOTZ &
VOLLRATH, 2003; KROMER et al., 2007; RUIZ-CORDOVA et al. 2014). Dentre esses
fatores, muitas espécies de orquideas sdo altamente vulneraveis a mudancas na qualidade do
habitat (microclima), causada, muitas vezes, pelo desmatamento e fragmentacdo da floresta
(KOSTER et al., 2009). Isso influencia a interagéo entre as necessidades de luz e dgua, bem
como dos nutrientes (SANFORD, 1969; ZOTZ, 2016). Por outro lado, a atividade econémica
oriunda da exploracdo comercial de orquideas, amplamente difundidas em todos os continentes
e almejadas por orquidofilos e colecionadores (FARIA & COLOMBO, 2015) é em quase sua
totalidade, limitada pelos mesmos fatores (FAN & NEUMANN, 2004). O crescimento e a
produtividade das plantas dependem do manejo do regime hidrico e luminoso em ambiente
natural ou disponibilizado em casas de vegetacdo. O estabelecimento e sobrevivéncia estdo
relacionados com o interesse comercial e paisagistico, 0s quais observam as caracteristicas

boténicas tais como folhas, pseudobulbos, brotacéo e florescimento.
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Apesar da disponibilidade hidrica estar entre os fatores mais limitantes, a intensidade
do estresse induzido pela seca e suas causas subjacentes podem depender da sobreposicéo de
outras variacfes ambientais (CHAVES, 1991), tais como a alta irradiancia imposta ao dossel
ou baixa irradiancia em plantas situadas ao sub-bosque.

Em geral, onde h& incidéncia luminosa controlada e recursos hidricos limitados, ha
menos impacto no desempenho da planta (CANHAM et al., 1996; CAVATTE et al., 2012).
Neste caso, algumas espécies podem apresentar ajustes aos eventos de seca, uma vez que a
limitacdo luminosa pode ser compensada com menores déficits de pressdo de vapor e
consequente manutencgdo do estado hidrico foliar (HOLMGREN, 2000). Entretanto, a seca pode
se tornar mais prejudicial em algumas espécies com pouca disponibilidade luminosa,
principalmente quando levado em consideragéo os “trade-offs” entre da alocagdo da biomassa
em resposta as limitagGes de recursos. Em um outro cenario, sob intensa irradiagdo combinada
a escassez de agua, as plantas podem apresentar decrescimos mais fortes na fotossintese liquida
e podem estar mais propensas a fotoinibicdo devido aos danos na etapa fotoquimica
(HOLMGREN, 2000).

Ventre-Lespiaucq e colaboradores (2017) estudaram os padrdes de interceptacéo de luz
na orquidea Rodriguezia granadensis e encontraram resposta consistente independente da
posicdo dentro do forofito. Neste estudo, evidenciou-se que o gradiente vertical da
disponibilidade de luz no dossel da floresta pode néo representar um fator limitante para epifitas
tropicais. Entretanto, os estudos ecofisiologicos em orquideas epifitas se concentra muitas vezes
em espécies cultivadas em locais mais expostos e supostamente estressantes (LUTTGE, 1997;
BENZING, 2000; ZOTZ & ANDRADE, 2001), apresentando respostas de curto prazo ao
estresse e em nivel de 6rgdos individuais, principalmente folhas (ZOTZ & HIETZ, 2001). Dessa
forma, o efeito desse gradiente vertical levando em consideracéo niveis de luz e disponibilidade
hidrica, ainda precisa ser estudado em outras espécies de orquideas epifitas.

Apesar da fixagdo de CO, em orquideas ter sido amplamente estudada e comumente
utilizada nos estudos de ecofisiologia com plantas de habito epifitico, pouca atencdo é
direcionada as rotas fotossintéticas que ocorrem em outros tecidos e 6rgaos (e.g. pseudobulbos
e raizes), verificando qual sua possivel relacdo com o desempenho fotossintético da planta como
um todo (RODRIGUES et al., 2013). Na orquidea Laelia anceps (que apresenta metabolismo
CAM) por exemplo, a fotossintese na folha é amplamente influenciada pela exposicdo do
pseudobulbo a luz (ANDO & OGAWA, 1987). Essa condicdo é necessaria para que as folhas
realizem as trocas gasosas de maneira mais eficiente. Além disso, o conhecimento das variacdes
de condi¢6es moduladas de disponibilidade hidrica e luminosa com posterior periodo de

reidratacdo, permitem gerar uma afirmacgéo global da eficiéncia deste processo. I1sso por que,
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sob estresse hidrico, o transporte de dgua nas plantas e sua manutengdo nos tecidos € alterado
(KUDOYAROVA et al.,, 2013), sendo acionados ajustes no processo de perda e absorgéo de
agua, a fim de manter o equilibrio hidrico. Sendo assim, a duragdo, severidade e nimero de
exposicoes a restricao hidrica interferem nas respostas fisioldgicas das plantas (CHAVES et al.,
2003), e permitem entender como 0s principais processos metabolicos e bioquimicos sdo
afetados.

Com base nessas informagfes, o presente trabalho visa integrar o conhecimento
relacionado ao rendimento fotossintético e as estratégias de balanco hidrico de Orchidaceae,
tanto do ponto de vista interespecifico, quanto de fungdes relacionadas aos diferentes 6rgéos
em um mesmo individuo. As espécies Gomesa flexuosa Sims (Figura 1-A) e Oncidium
sphacelatum Lindley (Figura 1-B), orquideas de interesse ornamental e medicinal, nativas de
vegetacdes tropicais e semideciduas da America Latina foram utilizadas como modelo. Ambas
pertencem a subtribo Oncidiinae, que compreende cerca de 55 géneros e 1700 espécies dentro
da tribo Maxillarieae (CHASE et al., 2005), diferindo entre si ndo apenas na morfologia floral
e vegetativa, mas também quanto ao tipo de via metabdlica utilizada para fixagdo do carbono
(SILVERA et al., 2010). Oncidium sphacelatum é uma epifita nativa do México, encontrada
em fragmentos remanescentes de florestas tropicais e semideciduas, que floresce de setembro
a marco, dependendo das condicBes climaticas e altitude (DAMON & CRUZ-LOPEZ, 2006).
Gomesa flexuosa, por sua vez, é uma epifita comum em fragmentos remanescentes de Mata

Atlantica em alguns estados do Brasil, Paraguai e Argentina (GASPI et al., 2011).

Figura 1. Espécies de Orchidaceae pertencentes a tribo Maxillarieae e subtribo Oncidiinae. (A) Gomesa flexuosa

Sims e (B) Oncidium sphacelatum Lindley, evidenciando a morfologia floral distinta dentre as espécies.
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A inducdo da restricdo hidrica por um longo periodo foi delineada de forma a averiguar
se as especies apresentam o modelo de compartimentalizacdo fotossintética e conversdo de
metabolismo C3 para CAM (Capitulo 1); a performance das trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a, mecanismo de fotoprotecédo e relagBes hidricas foram utilizadas para caracterizar
meméria fisiolégica em grupos submetidos a longos periodos de restricdo hidrica, comparando
plantas que passaram por um Gnico evento de restricdo com aquelas que foram submetidas a
dois eventos de restricdo hidrica (Capitulo 2); e, por fim, foi avaliado como a restricdo hidrica
somada ao estresse luminoso influenciam nas respostas fisiologicas de G. flexuosa e O.
sphacelatum em um periodo de 180 dias (Capitulo 3). Os dados gerados entdo, poderdo
contribuir para programas de conservacdo de espécies nativas, além de gerar estratégias de
cultivo de espécies hibridas, amplamente demandadas na sociedade orquidéfila para fins

comerciais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta Tese foram analisados diversos aspectos metabdlicos de Orchidaceae relacionados
ao rendimento fotossintético e as estratégias de balanco hidrico, que permitiram gerar
importantes conclusdes a respeito da aclimatacdo das espécies Gomesa flexuosa e Oncidium
sphacelatum.

No capitulo 1, objetivando avaliar qual das espécies teria maior contribuicdo no
metabolismo fotossintético de Oncidium ‘aloha’, verificou-se que G. flexuosa, quando induzida
a seca, apresentou modelo de compartimentalizacdo fotossintética. Houve expressao da via
CAM nos pseudobulbos e Cz das folhas delgadas, cujos aerénquimas associados aos feixes
vasculares conectando os dois 6rgdos, poderiam conduzir o CO. descarboxilado apds a
producéo de &cidos organicos, originada pela respiracao noturna das células do mesofilo foliar.
Os dados sugerem que o cultivo e a producdo de plantas devem levar em consideracdo a
capacidade de conversdo metabdlica de G. flexuosa sob restricdo hidrica e alta irradiacdo, uma
vez que pode trazer uma implicacdo direta no melhor uso e aproveitamento da agua, além de
indicar melhores requisitos para protecdo fotoquimica em condi¢cfes extremas.

O capitulo 2 foi dedicado a aprofundar os conhecimentos acerca dos ajustes metabolicos
observados nas duas espécies em questdo, agora frente a vertente de memoria fisioldgica. Desse
modo, foi feito o delineamento experimental para entender como informacdes previamente
armazenadas apds um evento de estresse podem auxiliar frente a um novo desafio as plantas,
otimizando as respostas no evento estressante seguinte. Esse esforco se fez para gerar a melhor
compreensdo dos fatores que influenciam o crescimento das epifitas, relacionando o
agrupamento de variaveis resposta que permitam avaliar padrdes nestas plantas, cuja area ainda
enfrenta muitas limitacdes. Para a espécie G. flexuosa, no segundo evento de estresse hidrico,
ha respostas que indicam o reconhecimento da adversidade hidrica enfrentada, cujos padrées
metabolicos se ajustam em melhor trade off para a planta, trazendo implicacdes praticas para
seu cultivo. Oncidium sphacelatum por sua vez, desde o primeiro evento de estresse enfrenta
maior dificuldade em se manter de forma eficiente com as possiveis alteracdes ambientais, de
forma que periodos de baixa pluviosidade prolongada afetam significativamente seu
desempenho, e pode gerar problemas em seu cultivo e estabelecimento, com reducdo no
rendimento fotossintético e maior suscetibilidade a fotoinibicao.

O terceiro capitulo partiu da problematizacéo relacionada a influéncia da alta irradiancia
somada & restricdo hidrica, que ocorre comumente quando as arvores hospedeiras de
Orchidaceae epifitas perdem parte de suas folhas durante a estagdo seca, ou se uma clareira é

aberta em meio a floresta. Enquanto G. flexuosa apresentou um elevado desempenho quando
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rustificada na luz, desde que haja fornecimento hidrico, O. sphacelatum ndo se rustifica e ndo
apresenta memoria fisiologica frente as diferentes formas de cultivo, revelando a necessidade
de um olhar mais atento as condi¢@es de cultivo em orquidarios.

Por fim, o capitulo 4 que traz a cartilha educativa, surge de um desejo profundo em
colocar em prética a popularizacdo da ciéncia, tdo almejada na pos-graduacéo e tdo necessaria
para estimular o contato cada vez mais intimo com a sociedade. O objetivo principal é, sem
davidas, fazer uma difusdo do conhecimento cientifico para publicos ndo especializados, mas
que contribuem para que 0S programas e as pesquisas cientificas se mantenham ativos nas
universidades publicas, buscando a emancipacdo intelectual e forca do pensamento critico
operante do pais.

N&o menos importante, no decorrer da execucdo deste trabalho deparamo-nos com
diversas situacdes interessantes e que por vezes, mudaram o direcionamento do projeto inicial,
como a quantidade de material vegetal que se mostrou insuficiente para analises enzimaticas;
dificuldade na padronizacéo do protocolo para enzima mélica, que apesar de todos os esforcos
aplicados, inviabilizou sua realizagdo metodologica; o tempo necessario para as avaliagdes de
trocas gasosas e relacdes hidricas que nos permitiram avaliar apenas um pequeno namero
amostral dentro do prazo de padronizacdo, para nao haver interferéncia na interpretacdo dos
resultados. Por outro lado, questdes importantes foram abordadas de forma solida atraves de
discussdes profundas de fisiologia vegetal, visando principalmente difundir informacdes de
cunho cientifico para aplicacdes de cultivo (que mais tarde podem contribuir com a obtencéo
de ganhos consideraveis em termos de estratégias de manejo e otimizacdo de recursos,
principalmente hidrico).

Novos estudos podem ser direcionados a partir dos dados gerados nesta tese, em meio a
gama de informacdes levantas das representantes da subtribo Oncidiinae, G. flexuosa e O.
sphacelatum, orquideas de interesse ornamental e medicinal, nativas de vegetacdes tropicais e
semideciduas da Ameérica Latina, até o momento com raros estudos de embasamento
fisiologico. Os dados gerados entdo, poderdo contribuir para programas de conservagdo de
espécies nativas, além de gerar cada vez mais estratégias de cultivo, contribuindo com a
sociedade orquiddfila e ampliando as melhorias na exploracéo de recursos de forma consciente

para fins comerciais.
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