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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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MAPA CONCEITUAL DA TESE

Respostas fisiologicas envolvidas na tolerancia ao déficit hidrico e
estresse luminoso em Orchidaceae epifitas

Vv Vv v

Capitulo 1 Capitulo 2 Capitulo 3

Sob alta DFFFA e Plantas submetidas a Como diferentes regimes
restricdo hidrica por 60 diferentes ciclos de restrigio luminosos influenciam no
dias, ha conversio de hidrica podem apresentar desempenho das duas
metabolismo C3=2CAM memoéria fisioldgica? espécies  fremte  ao
para um melhor fornecimento e restrigdo
desempenho das hidrica em um periodo de
especies? 180 dias?

~ ( )

Gomesa flexuosasob | (" G. flexuosa por apresentar uso G'ﬂlﬁ?ﬁlm podel ter
restrigdo hidrica e alta eficiente da agua, tem a garantia de desempenho quando
irradidncia, apresenta a eficiéncia fotossintética mesmo em cultivada com alguma
capacidade de inversdo situacdo de baixa disponibilidade restricio hminosa.

metabolica trazendo uma | | hidrica. Ao passar pela segunda vez mesmo sob restrigio
implicag&o direta no por restricdo deste recurso, tem a hidrica, podendo
melhor uso e capacidade de armazenar informagtes também ser rustificada
aproveitamento da agua, sobre experiéncias prévias, de forma a na lnz, desde de que
além de indicar melhores reagir melhor quando comparada a tenha fornecimento
requisitos para protegio situagtes passadas. \_ hidrico. v,
\ fotoquimica. - oy
r
Oncidium sphacelatum submetida as 0. sphacelatum ndo se
condigbes experimentais de evento lnico e rustifica e ndo
recorrente de estresse hidrico, ndo apresenta memoria

fisiologica frente as
diferentes formas de
cultivo. Apesar disso,
nenhuma das
estratégias de cultivo
traz efeitos drasticos a
espécie.

apresenta disting8o das respostas
fisiologicas.
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Esses dados destacam a necessidade urgente de aprofundar estudos objetivando desenvolver

estratégias para o cultivo e conservacdo de orquideas epifitas, principalmente paras as espécies
nativas. Alem disso, a producio e o uso de plantas nativas com potencial oramental podem
contribuir para a valorizagdo e conservacdo da biodiversidade regional



Conforme estabelecido pelo Programa de Pds-Graduacéo em Ciéncias Biologicas (Boténica)
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CAPITULO 1

Atividade fotossintética em folhas e pseudobulbos de duas espécies de orquideas epifitas
da subtribo Oncidiinae sob variacGes de condic¢des hidricas e luminosas

JOCA, T.A.CL; CAMPOS, F.G.1; LANA, L. G2 COSTA, V. E3; MOREIRA, A. S. F. P.2; ALMEIDA, L. F. R?

1Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho” (UNESP) / Departamento de Botanica / Instituto de
Biociéncias - Rubido Junior — 18618970 - Botucatu, SP — Brasil.

2 Universidade Federal de Uberlandia/ Campus Umuarama/ Instituto de Biologia - R. Ceard, s/n - 38400902,
Uberlandia - Minas Gerais - Brasil

3 Universidade Estadual Paulista “Jtlio de Mesquita Filho” (UNESP) / Centro de Is6topos Estaveis/ Instituto de
Biociéncias - Rubido Junior - 18618689 - Botucatu, SP — Brasil.

RESUMO

A alta irradiancia aliada a diminuicdo na disponibilidade hidrica acomete grande parte das
espécies de orquideas epifitas e podem implicar prejuizos em diferentes fases do seu
desenvolvimento. No entanto, a exposicao a estes estresses de forma sinérgica exige estratégias
estruturais e metabolicas que permitem alto sucesso das orquideas nesses ambientes. Dentre
essas estratégias, a transicdo do metabolismo fotossintético C3 para CAM é altamente eficiente,
uma vez que o fechamento estomatico diurno evita a perda de agua e auxilia na protecédo da
integridade do aparato fotossintético. Gomesa flexuosa Sims e Oncidium sphacelatum Lindley
sdo matrizes filogenéticas hibridizadas que deram origem a O. ‘Aloha’ (orquidea CAM
facultativa). Neste estudo, investigamos qual das espécies dentre G. flexuosa e O. sphacelatum
teria contribuicdo para o metabolismo fotossintético de O. ‘Aloha’. Para isso utilizou-se valores
da discriminacdo isotdpica e titulacdo de A&cidos organicos encontrada em folhas e
pseudobulbos, bem como a descri¢do da estrutura anatdmica nesses 6rgdos, que possivelmente
converge na eficiéncia do metabolismo. Apesar de ambas as espécies apresentarem
aerénguimas associados aos feixes vasculares, Gomesa flexuosa foi a Unica espécie que quando
induzida a eventos de restricdo hidrica apresentou modelo de compartimentalizacdo
fotossintética e expressao da via CAM nos pseudobulbos. A queda na condutancia estomatica
diurna e noturna sugere que producdo de acidos organicos nos pseudobulbos pode ser oriunda

da fixagdo noturna de CO., originada pela respiracdo noturna das células do mesofilo foliar.

PALAVRAS CHAVE: anatomia de Orchidaceae, metabolismo CAM, compartimentalizacdo
fotossintética, discriminacédo isotopica
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Photosynthetic activity in leaves and pseudobulbs of two epiphy orchids species on
Oncidiinae subtribe under water and light conditions variation

ABSTRACT

The high irradiance combined with water availability reduction affects most of the epiphytic
orchids species, which can imply damage in their different development stages. However, the
exposure to these stresses synergistically requires structural and metabolic strategies, which
enable orchids a high sucess in these environments. Among these strategies, the transition from
C3 to CAM photosynthetic metabolism is highly efficient, since daytime stomatal closure
prevents water loss and helps on photosynthetic apparatus integrity. Gomesa flexuosa Sims and
Oncidium sphacelatum Lindley hybridized and gave origin to O. ‘Aloha’ (a facultative CAM
orchid). In this study, we investigated which species among G. flexuosa and O. sphacelatum
would have contributed to the photosynthetic metabolism of the O. ‘Aloha’. For this, we
analyzed isotopic discrimination and organic acids titration in leaves and pseudobulbs, as well
as described the anatomical structure of these organs, which possibly converge in metabolism
efficiency. Although both species present aerenchyma associated with vascular bundles, G.
flexuosa was the only species that presented a photosynthetic compartmentalization model and
CAM pathway expression in pseudobulbs during the water restriction events. The drop in
daytime and nighttime stomatal conductance suggests that the organic acids production in
pseudobulbs may be due to CO2 nocturnal fixation, caused by nocturnal respiration on leaf

mesophyll cells.

KEY WORDS: Orchidaceae  anatomy, @ CAM  metabolism,  photosynthetic

compartmentalization, isotopic discrimination
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INTRODUCAO

As orquideas epifitas podem expressar os metabolismos C3 ou CAM em suas diversas
variages fisiotipicas, em resposta as variagcbes ambientais como disponibilidade de agua,
umidade relativa, temperatura e qualidade de luz (LEE & GRIFFITHS, 1987; WINTER, 2019),
revelando forte plasticidade fotossintética. Essa transicdo de C3 a CAM pode ser benéfica,
dentre outras razdes, pelo fato de que uma vez submetidas a baixa disponibilidade hidrica e
altas temperaturas, o fechamento estomatico diurno evita a perda de dgua e auxilia na protecdo
da integridade do aparato fotossintético (WINTER & ZIEGLER, 1992; WINTER et al., 2008).
Por outro lado, quando ha alta disponibilidade hidrica, o caminho inverso pode ser realizado, e
essas plantas passam de CAM para fotossintese C3, podendo abrir 0s estdmatos durante o dia
e garantindo uma maior fixacdo de CO. a um menor custo energético para a planta (ANDRADE
et al., 2004).

Devido a gama de possibilidades das orquideas em usarem as vias C3, CAM ou
intermediarias de fixacdo de carbono, é evidenciada uma relagdo de cada uma das principais
vias com sua composicao isotopica de carbono -5°C (SILVERA et al., 2009; SILVERA et al.,
2010a). Para plantas Cs, a faixa de valores isotopicos varia de -35 a -20 %o, enquanto na via
CAM encontram-se valores de -10 a -22%.o.

Entretanto, a assinatura isotopica representa o histérico evolutivo do metabolismo da
planta, e por isso, a expressdo das vias fotossintéticas em determinado momento, ou sobre
qualquer condigcdo ambiental, deve ser avaliada utilizando outros parametros para distincao, tais
como captacdo noturna de CO., flutuagdes de carboidratos de armazenamento, atividades de
transporte associadas ao tonoplasto, expressao de enzimas PEPC e de descarboxilacdo, grau de
suculéncia da folha, flutuacGes dielétricas em acidos organicos, dentre outros (TING, 1985;
NELSON et al., 2005; CUSHMAN et al., 2008).

Segundo Winter (2019), medidas da acidez titulavel de amostras de tecidos maduros séo
altamente sensiveis quando coletados ao entardecer e ao amanhecer, podendo demonstrar
conclusivamente os niveis de acidificacdo diurnas e noturnas de 1 a 2 pmol H* g~ de massa
fresca. Dessa forma, podemos obter classificacdes dentre as categorias de CAM, até mesmo
plantas CAM “fraca” ou fracamente expressa, que podem ou ndo estar associadas a reducdo
liguida CO2 no periodo da noite, onde, em muitos casos, 0 balan¢co noturno de carbono
permanece negativo.

Além disso, ha as caracteristicas estruturais que podem ser utilizadas como parametros
de distin¢do entre plantas que exibem vias CAM ou C3 (SILVERA et al., 2010a; RODRIGUES

et al., 2013). Dentre elas, pode-se citar o aumento da espessura das folhas, do tamanho das
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celulas e consequentemente 0 aumento da espessura do mesofilo, que em Gltima instancia leva
a aparéncia de suculéncia, frequentemente observada em plantas CAM.

Estudos mostraram que espécies de Oncidiinae, uma subtribo com cerca de 55 géneros
e 1700 espécies dentro da tribo Maxillarieae (CHASE et al. 2005), diferem entre si ndo apenas
na morfologia floral e vegetativa, mas também quanto ao tipo de via metabdlica utilizada para
fixacdo do carbono (SILVERA et al. 2010b). Mais do que isso, Rodrigues e colaboradores
(2013) propuseram que individuos de Oncidium 'Aloha’, uma orquidea hibrida com folhas
tipicamente C3, apresentassem mecanismo de carboxilagdo compartimentalizado em diferentes
6rgdos quando expostos a seca: ocorre fixacdo noturna do CO, através da PEPC nos
pseudobulbos e, durante o dia, uma carboxilacdo via Rubisco nas folhas. Isso revelou que a
disponibilidade modulada de agua pode afetar diferentes regides de um mesmo individuo com
reacao sistémica, fazendo com que sejam realizadas diferentes vias fotossintéticas.

Ademais, com base nessa proposi¢do, pelo menos parte da producao de acidos organicos
nos pseudobulbos pode vir da carboxilagdo de CO; gerada através da respiracdo noturna das
celulas mesofilas das folhas ou mesmo da atmosfera, se os estomatos foliares estiverem abertos
a noite. As isoformas especificas de enzimas que catalisam a fixacdo do CO> na presenca de
HCO®* e Mg?*, produzem principalmente oxaloacetato e fosfato inorganico (RODRIGUES et
al., 2013). O oxaloacetato € entdo convertido em malato e armazenado no vacuolo. O &cido
malico é descarboxilado, resultando na liberacéo e refixacdo de CO2 pela Rubisco (ribulose-
1,5-bisfosfato carboxilase /oxigenasse) (CUSHMAN & BOHNERT, 1997), neste caso, nas
folhas. Isso pode ocorrer principalmente se os estdmatos foliares permanecerem fechados
devido as limitacdes de recursos hidricos, de forma que a descarboxilacdo de acidos organicos
nas células de clorénquima dos pseudobulbos poderia fornecer CO; para as células do mesofilo
foliar através dos dutos de aerénquima.

Considerando os aspectos abordados, o presente ensaio tem como hipdtese que as
espécies O. sphacelatum e G. flexuosa, matrizes filogenéticas que participaram da hibridizacao
para compor O. ‘Aloha’, apresentam o modelo de compartimentalizacdo fotossintética proposto
por Rodrigues e colaboradores (2013). Desta forma, buscou-se investigar qual das espécies
matrizes teria maior contribui¢do para o metabolismo fotossintético de O. ‘aloha’, utilizando
valores da discriminacao isotdpica e titulacdo de acidos drganicos encontrada ndo s6 em folhas,
mas também em pseudobulbos das duas espécies em condigdes controle e de restricdo hidrica

e excesso luminoso, bem como a varia¢do anatdmica nesses 6rgaos.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e delineamento experimental

Individuos de Gomesa flexuosa Sims e Oncidium sphacelatum Lindley foram obtidos
do orquidario ZDZ, em Botucatu/SP, transferidos para vasos padronizados com substrato de
casca de pinus/ carvao vegetal, e aclimatados por um ano em casa de vegetacdo da Universidade
Estadual “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, com duas regas semanais (vasos irrigados até a
ocorréncia de percolacdo). A casa de vegetacdo esta localizada no Instituto de Biociéncias (22°
537 S, 48° 26’ O), e possui sistema controlado com umidade relativa do ar em torno de 60% e
temperatura de 25° a 29°C. No seu interior, a densidade de fluxo de fétons fotossintéticamente
ativos (DFFFA) pode atingir até 800 umol m2s™, durante o dia.

ApoOs o0 periodo de aclimatacdo, individuos das duas espécies foram separados
aleatoriamente em dois grupos, submetidos respectivamente a dois tratamentos: (T1) plantas
submetidas a suspenséo total de irrigacdo por todo o experimento e alta (DFFFA) - até 800
umol m2s? ; e (T2) plantas mantidas hidratadas por todo o experimento (controle), com vasos
irrigados até a ocorréncia de percolacdo duas vezes por semana, e sob baixa DFFFA -
aproximadamente 200 pmol m2s™ (ambiente coberto com tela de sombreamento preta 70% -
sombrite ®).

As intensidades luminosas de DFFFA foram verificadas com auxilio do medidor de

radiacédo acoplado no fluordmetro WALZ.

Andlises estruturais

Ao final dos 60 dias de experimento, para as analises anatbmicas, foram utilizados 15
cortes transversais das folhas e pseudobulbos de 10 individuos de cada espécie. Cortes
transversais de folhas maduras provenientes da brotacdo mais recente e de pseudobulbos foram
obtidos a partir da desidratacdo de fragmentos em série etandlica e inclusdo em historresina
Leica® (Leica, Alemanha), conforme recomendacdes do fabricante. Os blocos foram cortados
em espessura de 5 um utilizando-se um micrétomo rotativo (YD315, ANCAP, Brasil). As
secdes foram coradas com azul de toluidina 0,05% em NaHPO4 0,1 M (pH 6,8) (O’BRIEN &
MCCULLY, 1981), montadas em glicerina 50% (KRAUS & ARDUIN, 1997) e analisadas em

microscopio de luz Leica DM500.
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Condutancia Estomatica (mmol/m2s)

As medicOes da condutancia estomética (gs, mmol/mz2s) foram efetuadas utilizando-se
de um porébmetro em estado de equilibrio dindmico (Leaf Porometer) - Modelo SC-1
(Decagon/EUA). Foram selecionadas folhas completamente expandidas e expostas para

realizar medidas, no periodo diurno (9:00 h) e noturno (19:00h).
Discriminagao isotopica de carbono (5*3C)

O metabolismo fotossintético de folhas e pseudobulbos foi avaliado de acordo com a
razdo isotopica dos *2C/*3C (§*3C) segundo técnicas descritas por Ehleringer e Osmond (1989).
Fragmentos de folhas e pseudobulbos de cada uma das espécies em cada tratamento (n=3) foram
coletados e levados ao Centro de Is6topos Estaveis da UNESP — Campus Botucatu para serem
processados. O material foi seco em estufa a 50°C para posterior maceracdo e moagem
criogénica. Cerca de 50 pg de massa seca de cada amostra foi armazenado em céapsulas de
estanho e levados ao espectrometro de massa (Delta-S, Finnigan MAT, Bremen, Alemanha). O
metabolismo fotossintético foi determinado comparando-se os valores de §*C encontrados,
com os valores propostos por Deines (1980), sendo de -20 a 35%o para plantas C3, e de -10 a
22%o para plantas CAM.

Determinagdo da Variagdo Diurna dos Acidos Organicos (Acidez Titulavel)

Para a determinacéo da acidez titulavel dos tecidos foliares e dos pseudobulbos de cada
espécie (n =3) foram coletadas amostras no periodo da manh& (pre-dawn) e inicio da noite
(sunset). Aproximadamente 0,2g de amostra tecidual foram acrescidas de 5mL de agua
deionizada previamente fervida em tubo de ensaio. Os tubos foram colocados em banho-maria
a 100°C por 5 minutos e apds resfriar, centrifugados a 8.000 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente.

Duplicatas de 2,0 mL do sobrenadante foram tituladas com NaOH 0,01N utilizando-se
fenolftaleina como indicador. A concentracdo de H* foram calculadas por unidade de massa
fresca de acordo com proposto por Hartsock e Nobel (1976).

Para complementar a interpretacdo da quantificacdo dos acidos organicos, além da
titulacdo realizada com as amostras foliares e de pseudobulbos, foi realizada a titulacdo com
diferentes concentracdes de acido malico, de forma que os valores de acidez titulavel para esse
composto organico foram obtidos. Para isso, a partir da solugdo de 10pmol mq™ de 4cido

malico P.A., foram feitas as seguintes diluigdes e encontradas os seguintes valores de H™:
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Tabela 1. Acidez titulavel expressa a partir de diferentes concentragdes de Acido Malico.

Concentragdes de Acido Malico (mL) Agua destilada ~ AH'(umol H*g™)
Acido Malicoem mM deionizada (mL)

0,0 0 50 2,2
2,0 10 40 2,6
4,0 20 30 4,6
6,0 30 20 7,4
8,4 42 8 9

10,0 50 0 11,2

Analises dos dados

Apos o teste de normalidade Shapiro-Wilk (P <0,05), os dados de discriminacao
isotopica e acidez titulavel de folhas e pseudobulbos foram submetidos ao teste T- Student’s,
com nivel de significancia a 5%, realizado com o programa SigmaPlot verséo 12.0.

RESULTADOS

A partir dos dados avaliados, foi possivel determinar que entre as espécies estudadas,
apenas G. flexuosa quando submetida a restricdo hidrica apresentou o modelo de
compartimentalizacdo fotossintética. Além de apresentar aerénquimas associados aos feixes
vasculares, apresenta queda na condutancia estomatica diurna e noturna, e pseudobulbo com
alteracbes expressivas na acidificacdo noturna, com valores correpondente a 60% da

concentracdo de acido malico, e discriminagéo isotopica com valores na faixa C3 e CAM.

Andlises estruturais

Oncidium sphacelatum e G. flexuosa ndo apresentam folhas suculentas (Figura 1 A-B).
Para G. flexuosa (Figura 1- C), as folhas em secdo transversal apresentam espessura variando
de 227 a 322 um. Séo revestidas por uma cuticula fina sobre células epidérmicas isodiamétricas
em ambas as faces da folha. O mesofilo € homogéneo com espessura variando de 187 a 268
um, tamanho médio das células variando de 477 a 1032 um? e feixes de fibras homogéneas
proximo a epiderme abaxial. Poucos espacos intercelulares dispersos pelo mesofilo (Figura 1
C- D). A hipoderme é continua e unisseriada, composta por células maiores da regido adaxial.
Feixes vasculares colaterais sdo circundados por uma bainha do feixe pouco diferenciada. As
folhas de O. sphacelatum (Figura 1-D), apresentam espessura entre 236 e 275 um. Sao

revestidas por uma cuticula fina e células epidérmicas isodiamétricas em ambas as faces. O
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mesofilo € homogéneo, com espessura de 209 a 242 um e tamanho médio das células entre 357
a 1258 pm?2. Assim como G. flexuosa, a hipoderme é continua e unisseriada, composta por
celulas maiores adaxialmente, ha a presenca feixes vasculares colaterais circundados por uma
bainha do feixe pouco diferenciada, e ha fibras homogéneos que ocorrem préximos a epiderme
abaxial.

Na transi¢do folha-pseudobulbo, foram observados aerénquimas associados aos feixes
vasculares, em ambas as espécies (Figura 2 A-B). No pseudobulbo, desprovido de estbmatos,
esta presente uma grande quantidade de aerénquima disperso por todo o 6rgdo, associados as
células condutoras do floema nos feixes vasculares (que estdo dispersos por todo o 6rgéo)
(Figura 2 C e D).
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Figura 1. Folhas de Gomesa flexuosa e Oncidium sphacelatum, duas orquideas epifitas da subtribo Oncid.iinae.
(A) Detalhe de folhas delgadas de G. flexuosa e (B) O. sphacelatum. (C) e (D) Cortes transversais de folhas de G.
flexuosa (C) e O. sphacelatum (D) evidenciando células epidérmicas isodiamétricas, mesofilo homogéneo com
poucos espacos intercelulares e com feixes de fibras proximos a face abaxial. EPapaxia = Epiderme Abaxial;

EPadaxial = Epiderme Adaxial; FF= Feixes de fibras; FV = Feixe vascular; HIP = hipoderme. Barra = 200 pum.
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Figura 2. Regido de transicdo entre folhas e pseudobulbos de Gomesa flexuosa e Oricidiu!m sphacelatum, duas
orquideas epifitas da subtribo Oncidiinae. (A) Secgdo longitudinal de G. flexuosa e (B) seccdo radial de O.
sphacelatum evidenciando a presenca de aerénquimas associados aos feixes vasculares e (C) Detalhe de aerénquima
associado a fibras do floema em G. flexuosa. (D) Pseudobulbo de G. flexuosa evidenciando grande quantidade de

aerénquima disperso por todo o 6rgdo. Ae = Aerénquima; F = Floema.

Condutancia estomatica (mmol/m2s)

Aos 60 dias de cultivo nas condicfes experimentais, G. flexuosa apresentou condutancia
média de 3,2 mmol/m2s em T1 e 32,5 mmol/m2s em T2 as 9:00 horas. Para O. sphacelatum, gs
foi de 2,6 mmol/m2s em T1 e 33,10 mmol/m2s em T2 neste horario. Para ambas as espécies, as
19:00 horas a condutancia se aproximou dos valores de T1, ndo havendo diferencas

significativas entre as espécies (Tabela 2).
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Tabela 2. Condutancia estomética em folhas de G.flexuosa e O. sphacelatum as 9:00h (dia) e as 19:00h (noite)
para plantas submetidas a suspenséo total de irrigacdo por todo o experimento e alta DFFFA (T1); e plantas

mantidas hidratadas por todo o experimento sob baixa DFFFA (T2).

Conduténcia Condutancia Significancia (P)
. Estomatica Estomatica

Espécie Tratamento (mmol/mzs) (mmol/mzs)

9:00h (dia) 19:00h (noite)
Gomesa flexuosa T1 3,02+0,20 2,57 0,60 NS
T2 29,17 £ 2,93 2,97 +0,25 *
Oncidium sphacelatum T1 2,43+0,21 2,47 0,42 NS
T2 31,9+1,08 2,17 +0,38 *

Os dados representam média + desvio padrdo, com n=3 para cada tratamento. Os dados foram submetidos ao teste
T- Student’s, com nivel de significancia a 5%. (*) representa diferenca significativa entre os periodos do dia e
noite para cada tratamento, com P<0.001, enquanto NS representa néo significativo.

Determinac¢do da razdo isotépica (0*°C) e da variagdo diurna dos acidos organicos (AH")

Gomesa flexuosa apresentou valores de 83C foliar maiores que -23%o, independente dos
tratamentos, sendo -21,68%o0 em T1 e -22,79%0 em T2. Para 0 T1, houve aumento significativo
dos valores de acidez titulavel nas analises do periodo da noite (-10,84 + 0,90), enquanto para
0 T2 ndo houve variacdo significativa entre os periodos (0,55 + 0,21) (Figura 3). O.
sphacelatum apresentou valores de §t°C foliar similares entre os tratamentos (~-25%o). Houve
pequena elevacdo de H* no periodo da manhd para o T1 (1,19 + 0,37) resultante do acimulo

noturno, porem em T2 nao foram observadas alteragdes significativas (0,29 + 0,17) (Figura 3).
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Figura 3. Discriminagc&o isotdpica foliar (§*3C roina) € acidez titulavel foliar (AH*eoina Noite @ manhd) de G. flexuosa
e O. sphacelatum ap6s 60 dias de experimento. T1 refere-se a plantas submetidas & suspenséo total de irrigacdo
por todo o experimento e alta DFFFA e T2 refere-se ao tratamento com plantas mantidas hidratadas por todo o
experimento, sob baixa DFFFA. (*) representa diferenca significativa na acidez tituldvel acumulada no periodo

noite/dia, com P<0.001.
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Quanto ao pseudobulbo, a razdo isotdpica ndo diferiu entre os tratamentos para ambas
as espécies (Figura 4), com valores médios de -23,12 %o para G. flexuosa e -26,25%o para O.
sphacelatum. Entretanto, houve um aumento significativo na acidez durante a noite apenas no
T1 para G. flexuosa (7,60 + 1,90). O T2 nessa espécie, apresentou aH*de 0,37 + 0,28 e para O.
sphacelatum os valores foram de -0,74 £ 0,36 em T1 e 0,44 + 0,26 em T2 (Figura 4).
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Figura 4. Discriminacéo isotopica do pseudobulbo (8*3C pseudobuibo) € acidez titulavel (AH' pseudobuibo NOite & manha)
de G. flexuosa e O. sphacelatum ap6ds 60 dias de experimento. T1 refere-se a plantas submetidas a suspenséo total
de irrigacdo por todo o experimento e alta DFFFA e T2 refere-se ao tratamento com plantas mantidas hidratadas
por todo o experimento, sob baixa DFFFA. (*) representa diferenca significativa na acidez titulavel acumulada no

periodo noite/dia, com P<0.001.

Comparacdo da titulacdo das diferentes concentracdes de acido malico com a titulacéo
teciduais das duas espécies

A partir dos valores de acidez titulavel para os 6rgéos vegetativos das duas espécies nos
diferentes tratamentos, foi possivel observar que apenas o pseudobulbo de G. flexuosa em T1

apresentou 7,60 umol H*g™?, obtendo um padrdo semelhante ao corresponde a 6,0 mM da

concentracdo de acido malico (Figura 5).
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Figura 5. Acidez titulavel para os 6rgdos vegetativos de G. flexuosa e O. sphacelatum apds 60 dias de experimento
e para as diferentes concentracoes de acido malico preparadas. T1 refere-se a plantas submetidas a suspenséo total
de irrigacdo por todo o experimento e alta DFFFA. T2 refere-se se ao tratamento com plantas mantidas hidratadas
por todo o experimento, sob baixa DFFFA. F: folha. PSE: pseudobulbo.

DISCUSSAO

Gomesa flexuosa e O. sphacelatum, espéecies envolvidas na hibridizacdo de O. ‘Aloha’, a
exemplo do que foi descrito por Arditti (1992), possuem pseudobulbo com a presenca de
cuticula espessa, auséncia de estdmatos e abundancia de células armazenadoras de agua, sendo
um érgao essencial para a sobrevivéncia e crescimento de orquideas (HEW & YONG, 1994).
Além de armazenar agua, carboidratos e minerais, 0 6rgdo pode contribuir positivamente para
0 balango de carbono na planta, reciclando o CO2 que de outra forma seria perdido. Apesar de
ambas as espécies apresentarem 0 mesmo padréo encontrado O. ‘Aloha’ de feixes vasculares
associados a aerénquimas (RODRIGUES et al., 2013), para G. flexuosa sugere-se que a
producdo de acidos orgéanicos nos pseudobulbos pode ter vindo da fixacdo noturna de COg,
originada neste caso pela respiracdo noturna das células do mesofilo foliar, uma vez que os
estomatos se encontram fechados.

A organizacao estrutural onde aerénguimas estdo associados ao floema do pseudobulbo
foram descritas também para algumas orquideas, incluindo espécies de Oncidiinae
(HOLTZMEIER et al., 1998; STERN & CARLSWARD, 2006). As indagacGes sobre a
complexa interacdo entre folhas e pseudobulbos em orquideas de folhas delgadas tiveram inicio
quando Hew e Yong, em 1994, apresentaram dados em que fotossintatos nas folhas de
Oncidium 'Goldiana’ foram de alguma forma transportados para o pseudobulbo. A partir deste

estudo, foram descritos possiveis padrdes Unicos de particionamento de fotoassimilados em
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orquideas tropicais resultantes de conexdes vasculares complexas (Hew e Yong, 1994; YONG
& HEW, 1995; HEW et al., 1996; NG & HEW, 2000).

Em G. flexuosa, quando mantida sob restricdo hidrica e elevada incidéncia de luz, foi
observado o aumento da acidez em tecidos do pseudobulbo, produto da fixagdo noturna, com
valores proximos a 60 % da concentracdo de malato. A partir desse dado, fica evidente que o
local de acumulo de &cido orgénico ocorre nos vacltolos maiores das células no pseudobulbo
suculento dessa orquidea, e ndo em folhas suculentas, como geralmente é reportado para outras
orquideas que expressam o metabolismo CAM (HERPPICH et al., 1996; HOLTUM et al.,
2017; WINTER & HOLTUM, 2017). Exemplo disso é que Bulbophyllum vaginatum,
Dendrobium leonis e Phalaenopsis cornu-cervi, orquideas de folhas grossas, possuem
caracteristicas de plantas que fixam carbono principalmente através do metabolismo &cido
crassulaceo (CAMERON et al., 1999), enquanto orquideas de folhas finas, como Coelogynes
rochussenii, Coelogynes mayeriana e Bulbophyllum membranaceum, séo plantas que fixam
carbono principalmente pela via C3 (ARDITTI & WOOLHUSE, 1980; NEALES & HEW,
1975).

Sob o ponto de vista metabdlico, a estratégia de acumular &cido organico nos
pseudobulbos aprimora a aquisicao de recursos em ambientes restritos, uma vez que a separacao
espacial entre a fixacdo noturna de CO- via PEPC (pseudobulbos) e a carboxilagéo diurna pela
Rubisco (folhas) limita ainda mais qualquer perda de CO, para a atmosfera, uma vez que 0s
pseudobulbos ndo possuem estdmatos (GOUK et al.,, 1997; HE et al., 2013). Embora o0s
pseudobulbos ndo apresentem estbmatos e sejam majoritariamente impermeaveis a gua e gases
(WITHNER et al., 1974; NG & HEW, 2000), a expressao da via fotossintética CAM pode ser
baseada em reciclagem do CO; respiratorio, como evidenciado neste estudo e observado para
outras espécies em Hew e Yong (1994), e Ng e Hew (2000).

Muitas vezes a assinatura isotopica de carbono € realizada de forma isolada, na auséncia
de medicbes adicionais como acidez e trocas gasosas e/ou feita majoritariamente em folhas,
sem levar em consideracdo um valor integrado das contribuic6es da fixacdo de CO, em outros
orgaos. Dessa forma, a visdo de plantas C3 e CAM fica limitada, ndo estando claro “onde C3
termina ¢ CAM comega” (WINTER & HOLTUM, 2011). Neste estudo, partimos de uma
avaliacdo sistémica e integrada das folhas e pseudobulbos, pois apesar do valor reconhecido
destes ultimos, a maioria dos trabalhos em epifitas vasculares tem se concentrado
principalmente em suas folhas (SUN et al., 2014; ZHANG et al., 2015).

Essa investigacdo forneceu parametros para compreender a dindmica de carboxilagdo
que ocorre em G. flexuosa, que apresenta caracteristica tipica de uma CAM fraca no

pseudobulbo quando submetido a seca e alta incidéncia luminosa, enquanto as folhas
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permanecem com metabolismo fotossintético C3. Apesar de impermeéveis a dgua e aos gases,
ja foi reportado por Ng e Hew (2000) que os pseudobulbos de Oncidium Goldiana sdo capazes
de realizar fotossintese e que as reagdes do processo fotossintético no 6rgao dentro do género
Oncidium funcionariam essencialmente para a refixacdo do carbono respiratorio produzido pelo
parénquima macico subjacente (HEW & YONG, 1994). Isso porque, enzimas para fixacdo de
carbono (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase e fosfoenolpiruvato carboxilase) estéo
presentes no tecido do pseudobulbo (HEW et al.,, 1996), e ja em 1987, Ando e Ogawa
descreveram a capacidade do pseudobulbo em regular a capacidade CAM em Laelia anceps,
embora ndo existisse ainda evidéncias do transporte de &acidos organicos das folhas ao
pseudobulbo. Este padrdo de transporte via caracteristicas anatdmicas, ja descrito por Rodrigues
e colaboradores (2013) e encontrado aqui em outras duas espécies do género Oncidium, reforca
a ideia de que a restri¢do hidrica impulsiona o fechamento dos estdmatos foliares, com redugao
na captacdo de CO: e subsequentemente regula a eficiéncia fotossintética, fato que pode ser
amenizado pela refixagdo de carbono através do metabolismo CAM, ainda obtendo importante
economia de agua (HAAG-KERWER et al.,, 1992; CORNIC & FRESNEAU, 2002;
RODRIGUES et al.,2013).

De acordo com Silvera e colaboradores (2009) e Pe’rez-Harguindeguy e colaboradores
(2013), o metabolismo fotossintético e a eficiéncia intrinseca ao uso da agua podem ser
determinados a partir dos dados de composicdo isotdpica de carbono. A partir da comparacéo
proposta pelos valores sugeridos por de Deines (1980), evidenciou-se que G. flexuosa, com
valor istotopico em torno de -23%o no pseudobulbo e -22%o nas folhas, apresenta valores dentro
da faixa de C3 mas também no espectro de valores para determinagdo CAM, principalmente nas
folhas. Outros autores, como Pe’rez-Harguindeguy e colaboradores (2013), apresentam a faixa
de valores para as espécies de fotossintese Csz variando de -21%o a -35%o, espécies CAM
facultativas de -15%o a -20%0 ¢ CAM obrigatorias de -10%o a -15%o. Muito embora estes valores
ndo demonstrem que G. flexuosa estaria na faixa de CAM facultativa ou obrigatoria, os proprios
autores sugerem que embora a via fotossintética de uma espécie possa ser determinada pela
andlise isotdpica, outras variaveis, como caracteristicas anatdbmicas e medicdo diurna da
concentracdo de acidos organicos, seriam importantes para atestar os resultados. Os valores
similares para 5'*C entre folhas e pseudobulbos desta espécie, indica ainda uma translocacdo de
fotoassimilados entre folhas e pseudobulbos, ndo havendo compartimentalizacdo do produto
final da fotossintese nestes 6rgdos. Para O. sphacelatum, ambos os dados de composicao
isotopica (em meédia -25%o para folhas e -26%o0 em pseudobulbos) e acidez titulavel tecidual,

indicam metabolismo fotossintético C3.
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A reconstrugdo do estado ancestral de plantas CAM em uma filogenia das espécies de
Oncidiinae indica pelo menos oito origens independentes de CAM dentro do clado (SILVERA
et al. 2010a). Gomesa flexuosa é uma espécie mais basal em relacdo a O. sphacelatum, e
apresenta linhagem Cz. Nossos resultados, dessa forma, auxiliam na compreenséo dos fatores
que influenciam os parametros fotossintéticos em epifitas, evidenciando que o conhecimento
dos ajustes ecofisolégicos nestas plantas ainda enfrenta muitas limitacdes. Possivelmente, a
caracteristica apresentada para G. flexuosa pode contribuir de forma expressiva na capacidade
da hibrida O. ‘Aloha’ apresentar a dindmica complexa que coordena a interdependéncia
fotossintética observada entre as folhas e os pseudobulbos.

Ademais, nossos dados sugerem que o cultivo e a producéo de plantas devem levar em
consideracdo a capacidade de conversdo metabdlica de G. flexuosa sob restricdo hidrica e alta
irradiagdo, uma vez que pode trazer uma implicagdo direta no melhor uso e aproveitamento da
agua, além de indicar melhores requisitos para protecdo fotoquimica em condicGes extremas.
Essas inferéncias, baseadas nos dados obtidos, nos leva a indagar sobre os possiveis beneficios
caso essas informacOes sejam armazenadas na planta, podendo auxiliar em um momento de
novo desafio. De fato, as plantas poderdo responder de maneira diferente a um novo estresse
ou desencadear um melhor resultado? Investigar esse aspecto, com evidéncias fisioldgicas
podem fornecer informacdes significativas sobre 0s mecanismos responsaveis pela memaria de
estresse da planta, uma vez que tanto no aspecto comercial quanto na interacdo com épocas

sazonais, a variacao hidrica € um fator que persiste ao longo do ciclo de vida das orquideas.
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CAPITULO 2

Memoria fisioldgica em resposta ao estresse hidrico em duas espécies da subtribo
Oncidiinae (Orchidaceae)
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2 Universidade Federal de Uberlandia/ Campus Umuarama/ Instituto de Biologia - R. Ceard, s/n - 38400902,
Uberléndia - Minas Gerais — Brasil

RESUMO

Modificages estruturais, genéticas e bioquimicas ocorrem no vegetal quando ha a exposicéo
continua a fatores estressantes. Isso pode tornd-lo mais tolerante a exposi¢fes futuras. A
inducdo experimental de restricdo hidrica em mais de um ciclo em orquideas epifitas é rara,
implicando a falta de conhecimento dos padrdes de respostas fisioldgicas dessas plantas em tais
condicdes. Neste estudo, investigamos se 0s eventos subsequentes de estresse hidrico afetam a
capacidade de se ajustar as mudancas ambientais atraves do processo de aprendizagem em duas
espécies (G. flexuosa and O. sphacelatum). Foram verificados por meio das técnicas de analise
hierarquica de cluster (AHC) e analise de componentes principais (PCA) os parametros de
trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, mecanismo de fotoprotecdo e relacfes hidricas em
dois tratamentos: um grupo submetido a restricdo hidrica por dois eventos, e outro submetido a
um Unico evento de restricdo hidrica. Em Gomesa flexuosa, as plantas que passaram pela
segunda vez pela restricdo hidrica demonstraram capacidade de armazenar informacdes de
experiéncias prévias, reagindo de forma mais eficiente. Principalmente com uso eficiente da
agua, que proporcionou maior eficiéncia do fotosisstema Il e a manutencao do fluxo de elétrons,
indicando garantia na eficiéncia fotossintética mesmo em situacdo de restricdo hidrica. Em O.
sphacelatum, ndo houve diferencas entre os dois tratamentos, uma vez que os clusters foram
formados apenas relacionando o fornecimento e restricdo hidrica. Isso indica que O.
sphacelatum ndo apresenta capacidade para armazenar informacdes de experiéncias de

estresses anteriores.

PALAVRAS CHAVE: aprendizagem em plantas, ciclo de estresse, Gomesa flexuosa,

Oncidium sphacelatum
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Physiological memory in response to water stress in two species of Oncidiinae subtribe
(Orchidaceae)

ABSTRACT

Structural, genetic and biochemical changes occur in plants when there is continuous exposure
to stressors. This can make plants more tolerant to future exposures. More than one cyle of
water deficit induction is rare in epiphyte orchids. Therefore, there is a lack of knowledge of
physiological responses patterns of these plants in such conditions. In this study, we
investigated whether subsequent events of water stress affects the ability to adjust to
environmental changes by learning process in two species (G. flexuosa and O. sphacelatum).
We used the Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and Principal Component Analysis (PCA)
techniques to analyze the gas exchange, chlorophyll a fluorescence, photoprotection
mechanism and water relations parameters between two treatments: one submitted to two events
of water restriction and other submitted by a single water restriction event. In Gomesa flexuosa,
the plants that were submitted to two events of water restriction showed a capacity to store
information from previous stress experiences, reacting more efficiently. Mainly with water
efficient use, which provided greater efficiency of photosystem Il and electron flow
maintenance, indicating photosynthetic efficiency guarantee even in water restriction situations.
In O. sphacelatum, there were no diferences between the two treatments, since clusters were
formed only in relation to water supply and restriction. This indicates that O. sphacelatum does

not have the capacity to store information from previous stress experiences.

KEY WORDS: plant learning, stress cycle, Gomesa flexuosa, Oncidium sphacelatum
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INTRODUCAO

As plantas estdo submetidas a flutuacGes ambientais e a diferentes tipos de estresses em
seu meio natural, sendo que a exposicao prévia ao estresse pode alterar as respostas bioquimicas
e fisioldgicas a um evento subsequente (Guedes et al. 2019). Neste contexto, a familia
Orchidaceae possui histéria de vida complexa e estratégias de adaptacdo diversificadas, sendo
que aproximadamente 2/3 do grupo possui habito epifitico (Benzing 1990; Zhang et al. 2016).
Essas espécies se beneficiam de irradiancia abundante e relativamente pouca competicdo, mas,
por outro lado, possuem suprimentos limitados de nutrientes e principalmente de agua (Zotz e
Hietz 2001). De fato, modificacbes estruturais, genéticas e bioquimicas ocorrem devido a
exposicao continua a esses fatores, e isso pode tornar a planta mais resistente a exposicao futura
a esse mesmo fator (Fleta-Soriano e Munné -Bosch 2016), devido a eventos de meméria
fisiologica.

Apesar de ndo contarem com um sistema nervoso especializado para “guardar
lembrancas de eventos passados de estresse”, cada vez mais estudos sugerem que as plantas sdo
capazes de gerar um tipo de informacéo que persiste apds o periodo de remocao e recuperacao
do estimulo subsequente (Gagliano et al. 2016; Baluska ¢ Mancuso 2018; Witzany et al. 2018;
Guedes et al. 2019). Essas informacdes integradas entdo, podem auxiliar em um posterior
evento em que, desafiadas novamente, as plantas apresentem plasticidade fenotipica com
respostas fisioldgicas otimizadas no evento estressante seguinte (Avramova 2015; Crisp et al.
2016).

Esse mecanismo de memoria ou até mesmo de condicionamento ou aclimatacgdo, se
resume ao fato de que gerar respostas diferenciadas ou mais rapidas a um evento de estresse
subsequente (Bruce et al. 2007; Crisp et al. 2016). O conhecimento atual sobre essa tematica
engloba desde o uso de diversas abordagens com dados transcriptdmicos e epigenémicos (Ding
et al. 2014; Crisp et al. 2017; de Guedes et al. 2018), bem como a associacdo com evidéncias
fisiologicas que fornecem informacdes significativas sobre os mecanismos responsaveis pela
memoria de estresse da planta.

Muitos trabalhos trazem parametros fisiologicos classicos evidenciando a criacdo de
memoria de curto prazo, permitindo uma aclimatacdo mais robusta em eudicotiledéneas muito
utilizadas para fins comerciais, como em videiras (Vitis vinifera L.) e amendoins (Arachis
hypogaea L.) submetidos a estresse hidrico recorrente. Assim, plantas apresentaram maior
condutancia estomatica, taxas de transpiracdo foliar, eficiéncia do uso da &gua e status
antioxidante em relacdo as plantas mantidas bem irrigadas (Qin et al. 2017; Tombesi et al.

2018). Estudos com Arabidopsis também sdo comumente realizados devido a gama de
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informacdes relacionadas a espécie, demonstrando, dentre outros parametros, que podem perder
menos &gua quando expostas previamente a seca quando comparadas as plantas que passam
pelo primeiro evento de estresse (Ding et al. 2013). Quanto as monocotileddneas, em Zea mays
L. e espécies de Poaceae pré-estressadas, hd menor taxa de perda de dgua quando expostas a
evento de seca subsequente, e aprimoramento da fotoprotecdo, respectivamente (Walter et al.
2011; Ding et al. 2014).

No entanto, desenhos experimentais de inducdo de restricdo hidrica em mais de um
ciclo aplicados a orquideas epifitas sdo raros, implicando na falta de conhecimento dos padrbes
de respostas fisioldgicas dessas plantas em tais condi¢es. A elucidacdo desses padrdes pode
fornecer informacgdes significativas sobre possivel memdria, e entdo auxiliar na geracdo de
técnicas para melhorar a producao de algumas espécies, e até mesmo prever sua adaptacao a
longo prazo em meio natural.

Com isso, neste trabalho, utilizou-se plantas de duas espécies de orquideas epifitas da
subtribo Oncidiinae, um dos grupos que possuem o maior numero de representantes dentro dos
Neotropicos (Chase et al. 2015), sendo representado aqui por uma espécie do género Oncidium
Sw. (género tipo), e por uma especie do género Gomesa R.Br. (agrupado por arranjos e
recircunscricdes apoiadas por analises moleculares, em relacdo as espécies brasileiras).
Partindo do pressuposto de que as plantas sdo capazes de se adaptar a mudancas ambientais
pelo processo de aprendizagem, baseado em ajustes fisiologicos que podem ser aperfeicoados
para o proximo evento de estresse (Crisp et al. 2016; Gagliano et al. 2016), hipotetizamos que
orquideas representantes dos dois géneros apresentariam melhorias nos parametros de trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a, mecanismo de fotoprotecdo e relages hidricas em um
grupo submetido a dois eventos de seca, quando comparadas a plantas que passaram por um

anico evento de restri¢do hidrica.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Individuos de Gomesa flexuosum Sims e Oncidium sphacelatum Lindley foram obtidos
do orquidario ZDZ, em Botucatu/SP, e transferidos para vasos padronizados com substrato de
casca de pinus/ carvao vegetal, sendo mantidos em casa de vegetacdo do Departamento de
Botanica por umano, com duas regas semanais (vasos irrigados até a ocorréncia de percolacao)
para aclimatacdo. A casa de vegetacdo estd localizada no Instituto de Biociéncias (22° 53° S,

48° 26’ O), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Botucatu, SP, Brasil.
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A casa de vegetacdo estava equipada comsistema controlado com umidade relativa do
ar em torno de 60% e temperatura em torno de 25° - 29°C. No periodo do experimento, os dados
de déficit de pressdo de vapor do ambiente (DPV - kPa) foram obtidos a partir da umidade
relativa e temperatura média, utilizando o porémetro (Decagon Devices Inc., Pullman, WA,
USA), com os calculos de DPV segundo Jones (1992). Dessa forma, no 1° Evento de Défice
Hidrico o DPV ambiental foi de 1,45 (+0,09); enquanto no 2° Evento de Défice Hidrico foi de
1,58 (+0,03), ndo havendo diferenca entre os periodos.

A densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) pode atingir até 800
pmol/m2s durante o dia, no entanto, as plantas foram cultivadas sob DFFFA de
aproximadamente 200 pmol/m2s, sendo mantidas em ambiente coberto com tela de
sombreamento preta 70% - sombrite ®. As DFFFA foram verificadas com auxilio do medidor
de radiacéo acoplado no fluorémetro WALZ, e, no 1° Evento de Défice Hidrico a média foi em
torno 225,11 (£ 40,79); enquanto no 2° Evento de Défice Hidrico foi de 219,52 (+60,77), ndo

havendo diferenca entre os periodos.

Delineamento experimental

Apos o periodo de aclimatacdo, a partide do més de julho 12 plantas de cada espécie
foram separadas aleatoriamente em dois grupos, com dois tratamentos, sendo que em cada
grupo haviam plantas: 1) com fornecimento hidrico constante, cujos vasos eram irrigados duas
vezes por semana até a ocorréncia de percolacdo (n=3), denominado T1; e 2) com restricdo
hidrica (n=3), denominado T2. O primeiro grupo denominado 1° Evento de Défice Hidrico (1°
EVpn) foi constituido de plantas expostas 180 dias na condigdo T1 e 60 dias na condi¢do T2;
enquanto o segundo grupo, denominado 2° Evento de Défice Hidrico (2° EVpn), foi composto
por plantas expostas 180 dias condi¢do T1, e outras foram incialmente submetidas a 60 dias
restricdo hidrica, logo apds foram recuperadas por 60 dias seguidos na condicdo T1, e
posteriormente submetidas a nova restri¢do hidrica por um periodo também de 60 dias (Figura
1).

Ao final do periodo de 60 dias do 1° EVpn e do ultimo estresse aplicado no 2° EVpn
foram realizadas (1) coletas das relacdes hidricas: contetdo relativo de dgua (CRA) e potencial
da agua (Ww) nas folhas, pseudobulbos e raizes; (2) coletas para quantificacdo dos teores de
lipoperdxidos foliar; (3) avaliacdes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foliar
(Figura 1).
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Fig 1 Desenho esquematico de delineamento experimental. (A) Grupo de plantas de 1° Evento de Défice Hidrico
(1° EVpn) com plantas sempre expostas ao fornecimento hidrico ao longo de 180 dias de experimento (T1), e
plantas que passaram por restricdo hidrica nos 60 dias finais (T2). (B) Grupo 2° Evento de Défice Hidrico (2°
EVph), composto por plantas expostas 180 ao fornecimento hidrico (T1), e plantas submetidas aos 60 dias iniciais
do experimento a restricdo hidrica, com posterior periodo de recuperacdo com fornecimento hidrico nos 60 dias
seguidos, e submetidas a nova restricdo hidrica nos 60 dias finais do experimento (T2). Quadro vermelho indica
periodo em que foram realizadas as coletas das relacdes hidricas, quantificacdo dos teores de lipoperdxidos foliar
e avaliacBes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foliar. 1° EVpn = 1° Evento de Défice Hidrico; 2°
EVpn = 2° Evento de Défice Hidrico

Relacges hidricas

Para obtencdo dos dados de relacGes hidricas foram avaliadas as seguintes variaveis:
CRA e Ww em todos os tecidos (folha, pseudobulbo e raiz). Para ambas as metodologias, a
coleta de dados foi realizada no predawn (PD - 6:00h) e midday (MD- 12:00h), entretanto, por
ndo haver variac6es significativas entre os periodos, optou-se por incluir neste trabalho apenas

os dados de midday.

Conteldo Relativo de Agua (CRA)

Foram coletados 3 cm de raizes de cada individuo, desconsiderando 1 cm do apice. Para
folhas, foram utilizadas amostras de 2 cm? e para pseudobulbos, discos de aproximadamente
1,53 cm2. Todas as amostras foram coletadas e imediatamente pesadas para determinar a massa
fresca (MF). Logo ap0s, as amostras foram imersas em agua deionizada e acondicionadas por
24 horas a 5°C para reidratacdo de acordo com Elsheery e Cao (2008), e posteriormente
determinado a massa turgida (MT), e entdo secas a 60°C em estufa para determinacdo da massa

seca (MS) (Barrs e Weatherley 1962). Foi utilizada balanca de precisdo de 0,0001g para
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determinagédo dos MF, MT e MS. A partir da obtencdo das massas, foi calculado com equagdes
descritas por Witkowski e Lamont (1991), o CRA de cada tecido: CRA (em %) = [(MF
MS)/(MT-MS)]*100.

Potencial hidrico (¥w, MPa)

O potencial hidrico (Ww) foi mensurado utilizando-se o Analisador de Potencial de
Agua com Controlador de Temperatura WP4-T (DECAGON DEVICES, EUA)). As analises
aconteceram imediatamente ap0s a coleta do material bioldgico (amostras foliares, de

pseudobulbo e radicular), sendo o resultado expresso em MPa.

Quantificacéo dos teores de lipoperdxidos

A peroxidacéo de lipidios foi determinada de acordo com a técnica descrita por Heath e
Packer (1968), citados por Rama Devi e Prasad (1998). Dessa forma, em torno de 200mg de
folhas foram moidas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 5 mL de solu¢do contendo
acido tiobarbitarico (TBA) 0,25% e acido tricloroacético (TCA) 10%. Em seguida foram
incubadas em banho-maria a 90°C por 1h, e apos o resfriamento os tubos foram centrifugados
a 2.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, o sobrenadante coletado de
cada amostra foi submetido a leituras em duplicatas de absorbancia em espectrofotdometro UV-
visivel a 560 e 600 nm.

Para os célculos, utilizou-se o coeficiente de extincdo molar do malondialdeido (155
mmol.Lt.cm?). Os resultados foram expressos em nmol de substancias reativas ao acido

tiobarbitdrico (TBARS) por g* de matéria fresca.

Fluorescéncia da Clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a (Chl a) foi avaliada com medidor de amplitude modulado
de fluorescéncia PAM — Junior (Chlorophyll — Fluorometer WALZ/Alemanha). Com 0 uso
deste aparelho, foram obtidas as seguintes caracteristicas fotoquimicas da fotossintese nas
folhas dos dois tratamentos: rendimento quantico efetivo do fotossistema IT (® PSII = AF/FM")
(Genty et al.,1989), taxa de transporte de elétrons (ETR = AF/FM'x DFFFA x 0.5 x 0.84),
dissipacdo fotoquimica [qP = (FM'-FS) / (FM '-F0"] e dissipacdo ndo-fotoquimica [NPQ =
(FMFM Y/FM' (Maxwell e Johnson, 2000). Para estimar o ETR foi utilizado o valor de 0.5

como fragdo de energia de excitacdo distribuida entre os fotossistemas, e 0.84 como fragdo de
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absorcdo de luz (Baker 2008). Os tecidos foram previamente aclimatados no escuro por 30

minutos antes de dar inicio as medigdes.

Medic&o de trocas gasosas

O medidor aberto portatil de trocas gasosas Infra Red Gas Analyser - “IRGA” (modelo
LI-6400 - LI-COR) — foi usado para estimar a taxa de assimilacio de CO2 (A, umol CO, m?s”
1), a taxa de transpiracdo (E, mmol vapor d’agua m2s™?) e concentracéo interna de CO; (Ci,
umolCO; mol-ar). Dessa forma, também foram calculadas a eficiéncia do uso da agua (EUA,
pumol CO, (mmol H,0™) pela relacdo entre A/E (Berry & Downton, 1982), a eficiéncia da
enzima de carboxilagéo, dada pela relacéo entre (A/Ci). Como relatado por Hew e colaboradores
(1998), para Oncidium goldiana a ponta da folha é o local de mais alta capacidade fotossintética
em relacdo a lamina foliar. Portanto, as medicGes foram realizadas nessa regido em folhas

jovens e completamente expandidas das duas especies avaliadas.

Analise de Dados

Apos o teste de normalidade Shapiro-Wilk (P <0,05), os dados de cada variavel foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) Two-way para comparar o desempenho das
plantas submetidas aos dois tratamentos, dentre os grupos de 1° Evento de Défice Hidrico e 2°
Evento de Défice Hidrico. As médias foram discriminadas usando o teste de comparacéo
multipla de Tukey com um nivel de significancia de 5%, sendo realizado com o programa
SigmaPlot versdo 12.0. A analise de variancia possibilitou uma avaliacdo mais especifica das
respostas das plantas sob restricdo hidrica aplicada em apenas um evento e em eventos
recorrentes.

Para facilitar a interpretacdo de todo conjunto de caracteristicas avaliadas e visualizacao
de dados, realizamos a analise de componentes principais (PCA) e analise hierarquica de cluster
(AHC) por método de aglomeracdo com média de grupo de pares ndo ponderada, em todas
varidveis avaliadas. Para isso, foi utilizado o programa XLSTAT (Addinsoft 1995 - 2018). A
complementaridade das técnicas AHC e PCA proporcionou a visualizacdo do esfeito de
memoria fisiolégica entre as observacdes e variaveis avaliadas no estudo. O coeficiente
cofenético foi calculado a partir dos indices de similaridade da matriz original e os indices

reconstituidos com base no dendograma.
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RESULTADOS

Relagbes hidricas

Para G. flexuosa o contetdo relativo de 4gua (CRA) em folhas, pseudobulbos e raizes
ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos de 1° EVpn e 2° EVpn, tendo o
tratamento com restricdo hidrica (T2) apresentado menor CRA em pseudobulbos e raizes em
ambos os grupos. Entretanto, o potencial hidrico foliar (Ww foiiar) fOi maior em plantas do grupo
de 2° EVpn, para ambos os tratamentos (Tabela 1). Ja para O. sphacelatum, o CRA nos
pseudobulbos do 2° EVpn diminuiu no T2, a0 mesmo tempo em que o CRA foliar foi mantido
em 1° EVpn e 2° EVpH e aumentou na raiz. O Ww de folhas, pseudobulbos e raizes ndo
apresentaram alteracdes entre plantas de 1° e 2° evento de défice hidrico (Tabela 1).

Fluorescéncia da Clorofila a e quantificagdo dos teores de lipoperoxidos

Em G. flexuosa ndo houve alteracbes em nenhuma variavel de fluorescéncia da clorofila
a quando comparado 1° EVpne 2° EVpn (Tabela 2). Em O. sphacelatum, 0o ETR do T1 diminuiu
em plantas do 2° EVpn, assim como o NPQ de ambos os tratamentos diminuiram neste mesmo
grupo de plantas (Tabela 2).

N&o houve alteracdes da quantificacdo de lipoperdxidos em nenhum dos grupos de
plantas avaliados, sendo que G. flexuosa apresentou média de 45,41 + 14,63 nmol g™ MF no
T1e 29,77 £5,25 no T2 em plantas submetidas a 1° EVpn; e 39,50 + 10,86 no T1e 37,17 + 4,87
no T2 em plantas submetidas a 2° EVpn. Oncidium sphacelatum, por sua vez, apresentou media
de 26,68 + 3,09 nmol g MF no T1 e 26,17 + 6,04 no T2 em plantas submetidas & 1° EVpy; €
29,48 +4,18 no T1 e 21,10 = 5,20 no T2 em plantas submetidas a 2° EVpw.

Trocas gasosas

G. flexuosa, no T2, apresentou reducdo em E, A e A/Ci no 2° EVpn, com a quantidade
de carbono interno permaneceu sem alteracoes entre plantas de 1° EVpn e 2° EVpn. No entanto,
ha aumento da eficiéncia do uso da agua 2° EVpn deste tratamento (Tabela 3). O. sphacelatum
por sua vez, ndo apresenta diferencas significativas entre plantas de 1° EVpn e 2° EVph, para

nenhuma nas variaveis avaliadas, em ambos os tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 1. Comparacéo das relacdes hidricas de G. flexuosa e O. sphacelatum (midday) aos 180 dias nas duas condi¢Ges experimentais, em plantas que

passaram uma Unica vez pelo défice hidrico e em plantas que foram submetidas duas vezes ao défice hidrico

Espécie
Variaveis G. flexuosa O. sphacelatum
1° EVpn 2° EVpn 1° EVpwH 2° EVpn
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

CRA Foiha (%0) 91,88£3,02Aa 91,39+1,81Aa | 95,18+0,24Aa 87,78+5,19Aa | 94,96+1,85Aa 96,01+2,02Aa | 95,44+1,47Aa 95,45+0,21Aa
CRA pseudobulbo (%0)  69,81+11,90Aa  44,7149,62Ab | 71,35+2,67Aa  49,00+4,06Ab | 89,29+13,17Aa  77,00+6,66Aa | 92,87+2,40Aa 58,57+5,46Bb
CRA Rraiz (%) 23,31+7,40Ba 9,56+1,04Ab | 54,52+2,76Aa  8,59+1,36Ab | 23,06+1,59Aa  3,15+0,52Bb | 27,91+3,79Aa 15,93+4,82Ab
Yw Folha (MPa) -3,15+2,40Ba -4,39+1,48Ba | -1,56+0,03Ab  -1,39+0,01Aa | -1,23+0,74Aa  -0,80+0,14Aa | -1,08+0,05Ab -0,81+0,04Aa
Ww pseudobuibo (MPa)  -1,00+0,09Ba -1,16+0,23Aa | -0,72+0,03Aa  -1,16+0,03Ab | -0,70+0,21Aa  -0,54+0,07Aa | -0,84+0,12Ab  -0,59+0,09Aa
Pw raiz (MPa) -5,81+2,17Aa  -12,88+2,10Ab | -2,61+0,65Aa -11,98+1,47Ab | -5,27+2,92Aa  -4,69+2,77Aa | -2,69+0,19Ab -1,63+0,01Aa

Valores referentes as medias e desvio padréo. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA Two-Way) e posterior teste de Tukey com nivel de significancia a 5%. Letras
maidsculas representam diferencas significativas entre os periodos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada periodo. T1:
fornecimento hidrico. T2: restri¢do hidrica. 1° EVDH = 1°Evento de Défice Hidrico; 2° EVDH = 2° Evento de Défice Hidrico.
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Tabela 2. Comparagdo das variaveis de florescéncia da clorofila a de G. flexuosa e O. sphacelatum aos 180 dias nas duas condi¢Ges experimentais, em
plantas que passaram uma Unica vez pelo défice hidrico e em plantas que foram submetidas duas vezes ao défice hidrico

Espécie
o G. flexuosa O. sphacelatum
variaveis 10 EVoy 2° EVpy 1° EVpy 2° EVpy
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2

@ PSII 0,11+0,02Aa 0,14+0,01Aa 0,12+0,01Ab 0,17+0,03Aa 0,13+0,01Aa 0,16+0,01Aa 0,13+0,01Aa 0,16+0,01Aa
ETR 77,45+4,53Aa  87,35%9,15Aa 73,80+3,80Ab 92,27+4,57Aa | 84,55+5,05Aa 99,07+9,46Aa | 60,90+8,50Bb 102,83+5,52Aa

gP 0,27+0,08Aa 0,41+0,14Aa 0,31+0,06Ab 0,53+0,03Aa 0,25+0,07Ab 0,54+0,08Aa 0,20+0,05Ab 0,61+0,01Aa

NPQ 2,48+0,06Ba 2,31+0,10Aa 2,82+0,07Aa 2,41+0,11Ab 1,57+0,06Aa 1,34+0,10Ab 1,08+0,03Ba 1,04+0,02Ba

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA Two-Way) e posterior teste de Tukey com nivel de significancia a 5%

Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os periodos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada periodo
T1: fornecimento hidrico. T2: restricdo hidrica. 1° EVDH = 1°Evento de Défice Hidrico; 2° EVDH = 2° Evento de Défice Hidrico.
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Tabela 3. Comparacao das variaveis de Trocas Gasosas de G. flexuosa e O. sphacelatum aos 180 dias nas duas condicGes experimentais, em plantas
que passaram uma unica vez pelo défice hidrico e em plantas que foram submetidas duas vezes ao défice hidrico

Espécie
Variaveis G. flexuosa O. sphacelatum
1° EVpH 2° EVpH 1° EVpy 2° EVpn
T1 T2 Tl T2 Tl T2 T1 T2

E 0,3240,10Aa 0,2840,01Aa 0,1740,07Aa 0,05+0,02Bb 0,68+0,06A, 0,22+0,12Ab 0,54+0,02Aa 0,21+0,10Ab

A 0,64+0,06Aa 0,7340,08Aa 0,27+0,04Ba 0,29+0,08Ba 2,0610,22A, 0,1040,03A, 1,70+0,10Aa 0,10+0,01Ab

Ci 318,58+25,98Ba  341,29+31,69Aa 369,7448,67Aa 339,22431,51Aa | 311,34+25/43A,  366,56+16,95A, | 239,04+18,12Bb  364,31+11,94Aa
A/Ci 0,0020+0,0002Aa  0,0022+0,0004Aa | 0,0015+0,0009Aa 0,0007+0,0004Ba | 0,0067+0,0011A, 0,0003+0,0001A;, | 0,0071+0,0005Aa 0,0003+0,0001Ab
A/E 2,1040,57Aa 2,65+0,39Ba 3,97+1,30Aa 4,88+1,67Aa 3,0310,52A, 0,4240,20A, 3,15+0,28Aa 0,56+0,31Ab

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA Two-Way) e posterior teste de Tukey com nivel de significancia a 5%. Letras
maidsculas representam diferencas significativas entre os periodos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada periodo. T1: fornecimento
hidrico.T2: restricdo hidrica. 1° EVDH = 1°Evento de Défice Hidrico; 2° EVDH = 2° Evento de Défice Hidrico.
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Conjunto de caracteristicas avaliadas por Agrupamento Hierarquico Cluster (AHC) e
Analise de componentes principais (PCA)

Obtivemos ajuste significativo entre a representacdo grafica do dendograma e a matriz
original do coeficiente de correlacdo de Pearson, com coeficiente de correlacdo cofenética de -
0.801, que segue apresentada para as duas espécies.

O dendograma obtido pela analise de agrupamento hierarquico das variaveis de relacoes
hidricas, trocas gasosas, quantificacdo de lipoperdxido e fluorescéncia da clorofila a referentes
ao 1° Evento de Défice Hidrico (1° EVon) e 2° Evento de Défice Hidrico (2° EVpn), para 0s
tratamentos controle (T1) e restricdo hidrica (T2), em G. flexuosa permitiu a formagéao de trés
grupos. O grupo | apresentou plantas do 2° EVpn sob restri¢do hidrica (T2), enquanto no grupo
Il agruparam-se plantas com restricdo hidrica (T1), ambas em 2° EVpn. J& no grupo lll

agruparam-se plantas do 1° EVpn, independente do tratamento (Figura 2).

Dendrograma Gomesa flexuosa
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Fig 2 Dendograma resultante do agrupamento hierarquico cluster (AHC) do 1° Evento de Défice Hidrico (1° EVpn)
e 2° Evento de Défice Hidrico (2° EVpn), para o controle (T1) e restricdo hidrica (T2), em G. flexuosa. Utilizamos
a medida do coeficiente de correlacdo de Pearson com coeficiente cofenético (-0.801) para a obtencdo da

similaridade mdltipla

Para essa espécie, a maior distancia de conexao (eixo horizontal) verificada entre as
observagoes foi determinada pelo T2 no 2° EVpn e T1 no 1° EVpn, de forma que as variaveis
avaliadas nestes individuos sdo divergentes e apresentam as maiores diferencas entre 0s
agrupamentos. Além disso, atraves das observagGes do nivel de similaridade entre os
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agrupamentos formados a partir da distancia cofenética, podemos dizer que o grupo | quando
comparado ao grupo Il apresenta menor grau de similaridade entre as observacgdes devido ao
baixo valor no coeficiente de correlagdo (-0.318).

Dentre as varidveis avaliadas, observamos que 0s dois primeiros componentes principais
(F1 e F2) explicam 69,10% da variacdo total (satisfatoria, uma vez que a PCA é véalida quando
a soma das variancias dos componentes principais atinge valores no intervalo de 60 a 95% da
variancia total (Hair et al. 2009).

A componente principal 1 (F1) esta relacionada principalmente com as varidveis de
CRA pseudobulbo, CRA Raiz, Pw pseudobulbo, Pw raizy, ETR € NPQ (Tabela 4). As variaveis com
elevados coeficientes de correlagdo apresentam as maiores contribui¢des percentuais (valores
em negrito). Observamos essa relacdo nas variaveis CRA pseudobutbo, CRA Raiz, Pw Pseudobulbo, P'w
raiz, € NPQ. A relacdo inversa foi observada no ETR, ou seja, quanto maior a contribuigédo
percentual menor o valor do coeficiente de correlagdo (valor negativo).

A componente principal 2 (F2) foi representada principalmente pelas variaveis de trocas
gasosas E, A, A/Ci, e também pelo Ww roina. AS variaveis de trocas gasosas indicaram relagéo
positiva entre coeficiente de correlacdo e percentual de contribuicdo, enquanto 0 Ww rolha

indicaram uma relacdo negativa (Tabela 4).

Tabela 4. Componentes principais F1 e F2. Cont. (%) sdo as contribuicBes percentuais das variaveis e R as
correlagOes entre as variaveis nas componentes principais (F1 e F2). Negrito representa as maiores contribuicdes

percentuais dentre as variaveis

Variaveis F1 F2

R Cont. (%) R Cont. (%)

E 0,350 1,795 0,849 17,092

A 0,094 0,128 0,691 11,320

Ci 0,288 1,214 -0,610 8,827

A/Ci -0,174 0,441 0,956 21,635

EUA -0,714 7,464 -0,368 3,209

@ PSII -0,773 8,749 -0,468 5,179

ETR -0,884 11,433 -0,204 0,989

qP -0,760 8,456 -0,526 6,545

NPQ 0,807 9,529 -0,514 6,259

Peroxidacao 0,376 2,067 0,024 0,014

CRAFoIha 0,559 4,565 0,033 0,026

CRA pseudobulbo 0,848 10,519 0,019 0,009

CRA Raiz 0,917 12,308 -0,318 2,398

YW Folha 0,068 0,067 -0,707 11,838

YW pseudobulbo 0,806 9,505 -0,375 3,330

YW Raiz 0,897 11,760 -0,237 1,330
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Em O. sphacelatum, dois grupos foram formados pelo Agrupamento Hierérquico
Cluster (AHC). O primeiro foi resultante do agrupamento de plantas sob fornecimento hidrico
(T1), independente de passarem por um evento Unico ou segundo evento de défice. O segundo
grupo, por sua vez, apresentou predominio de plantas sob restricdo hidrica (T2), igualmente

independente de passarem por 1° EVpH ou 2° EVpH (Figura 3).
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Fig 3 Dendograma resultante do agrupamento hieréarquico cluster (AHC) do 1° Evento de Défice Hidrico (1° EVpn)
e 2° Evento de Defice Hidrico (2° EVpw), para o controle (T1) e restricdo hidrica (T2), em O. sphacelatum.
Utilizamos a medida do coeficiente de correlacio de Pearson com coeficiente cofenético (-0.801) para a obtencéo

da similaridade multipla

Assim como em G. flexuosa, a maior distdncia de conexdo verificada entre as
observagoes foi determinada pelo T2 no 2° EVpn e T1 no 1° EVpn, de forma que as variaveis
avaliadas nestes individuos sdo divergentes e apresentam as maiores diferencas entre 0s
agrupamentos. Contudo, observando o nivel de similaridade entre os agrupamentos formados a
partir da distancia cofenética, podemos dizer que individuos de evento Unico e recorrente sob
fornecimento hidrico (ambas pertencentes ao grupo ) apresentam similaridade entre suas
variaveis devido ao valor de correlacdo (0.446) entre elas; assim como individuos de evento
anico e recorrente sob restricdo hidrica (ambos pertencentes ao grupo II) apresentam

similaridade entre suas variaveis devido ao valor de correlacdo (0.678) entre elas.
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Observamos que os dois primeiros componentes principais (F1 e F2) explicam 73,15%
da variacdo total, de modo que a componente principal 1 (F1) esta relacionada principalmente
com as variaveis Ci, A/Ci, EUA, ®PSIl, ETR e gP, devido as elevadas contribuicdes
percentuais. Entretanto, apenas A/Ci e EUA apresentam elevados coeficientes de correlagdo. A
componente principal 2 (F2) foi representada principalmente pelas variaveis Ww raiz, NPQ,
CRArona € peroxidacdo. As varidveis de relagdes hidricas indicaram relacdo negativa entre
coeficiente de correlacdo e percentual de contribui¢do, enquanto NPQ e peroxidacdo indicaram
uma relacédo positiva (Tabela 5).

Tabela 5. Componentes principais F1 e F2. Cont. (%) sdo as contribuices percentuais das variaveis e R as
correlac@es entre as variaveis nas componentes principais (F1 e F2). Negrito representa as maiores contribuicoes

percentuais dentre as variaveis

Variaveis F1 F2

R Cont. R Cont.
(%) (%)

E 0,802 7,181 0,184 1,242
A 0,889 8,817 0,333 4,042
Ci -0,907 9,184 -0,051 0,095
A/Ci 0,934 9,733 0,256 2,390
EUA 0,908 9,205 0,378 5,209
@ PSII -0,867 8,384 -0,141 0,724
ETR -0,898 9,005 -0,015 0,008
gP -0,963 10,350 -0,186 1,262
NPQ -0,008 0,001 0,780 22,207
Peroxidacao 0,465 2,413 0,557 11,333
CRAFoIha -0,041 0,019 -0,610 13,580
CRA Pseudobulbo 0,820 7,506 0,135 0,669
CRA Raiz 0,833 7,745 -0,100 0,366
Yw Folha -0,588 3,858 0,202 1,485
lPW Pseudobulbo -0,769 6,598 0,177 1,143
Pw Raiz 0,005 0,000 -0,968 34,242

A figura 4 representa o grafico de pontos do diagrama biplot e os quadrados
representam os agrupamentos a partir das analises de agrupamento hierarquico cluster (AHC)
para G. flexuosa. As componentes principais F1 e F2 descrevem 69,10% da variancia nas
variaveis, sendo que a primeira componente principal (F1) descreve 42,73% da variacdo total e

a segunda (F2) 26,38% da variancia.
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Fig 4 Diagrama biplot de ordenacédo das variaveis e suas observac@es nas duas primeiras componentes principais
F1 e F2. Andlise dos componentes principais (PCA) do 1° Evento de Défice Hidrico (1° EVpn) € 2° Evento de
Défice Hidrico (2° EVpn), para o controle (T1) e restricdo hidrica (T2), em G. flexuosa. Os quadrados representam
0s agrupamentos anteriores obtidos no agrupamento hierarquico cluster (AHC), sendo: quadrado azul: grupo |;

quadrado vermelho: grupo Il; quadrado verde: grupo 111

A maioria das observacOes pertencentes ao grupo | apresentaram 0s menores valores
para a componente principal F1. Tais observacdes foram influenciadas pelas variaveis de
eficiéncia da carboxilacédo (A/Ci), eficiéncia no uso da agua (EUA), rendimento quantico efetivo
do fotossistema Il (® PSII), taxa de transporte de elétrons (ETR) e dissipacdo fotoquimica (gP).
As observacdes do grupo Il, por sua vez, tiveram 0s maiores valores na componente principal
F1 (direita do eixo horizontal) por influéncia das variaveis de taxa de dissipa¢do ndo
fotoquimica (NPQ), potencial hidrico do pseudobulbo (Ww pseudobuibo), POtencial hidrico da raiz
(Ww raiz), € contetdo relativo de agua da raiz (CRA raiz). Além disso, observamos visualmente a
dissimilaridade entre individuos do evento recorrente de estresse com se sem restricdo hidrica,
localizados nos extremos do eixo horizontal, indicando que os tratamentos geram respostas
heterogéneas e suas variaveis sao dissimilares em relacdo as demais.

O grupo 111 apresentou a formacéo de trés subgrupos, sendo um com predominio de
plantas com restri¢do hidrica (T2), e os outros dois com plantas com fornecimento hidrico (T1),
porém ambos oriundos do evento Unico de estresse. De forma geral, o subgrupo com plantas
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sob restricdo hidrica apresentou valores positivamente correlacionados de A/Ci, enquanto as
plantas sob fornecimento hidrico, apresentou valores positivamente correlacionados de A e E
na componente principal F2.

A figura 5 representa o grafico de pontos do diagrama biplot e os quadrados
representam os agrupamentos a partir das analises de agrupamento hierarquico cluster (AHC)
para O. sphacelatum. As componentes principais F1 e F2 descrevem 73,15% da variancia nas
variaveis, sendo que a primeira componente principal (F1) descreve 57,99% da variacao total e

a segunda (F2) 15,16% da variancia.
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Fig 5 Diagrama biplot de ordenacédo das variaveis e suas observages nas duas primeiras componentes principais
F1 e F2. Anélise dos componentes principais (PCA) do 1° Evento de Défice Hidrico (1° EVpn) e 2° Evento de
Défice Hidrico (2° EVpn), para o controle (T1) e restricdo hidrica (T2), em O. sphacelatum. Os quadrados
representam os agrupamentos anteriores obtidos no agrupamento hierarquico cluster (AHC), sendo: quadrado azul:

grupo |; quadrado verde: grupo Il

A maioria das observacOes pertencentes ao grupo | apresentaram os menores valores
para a componente principal F1. Tais observacdes foram influenciadas pelas variaveis de
peroxidacdo, A, E, A/Ci, EUA, CRA pseudobuibo € CRA Rraiz. As 0bservagdes do grupo 1, por sua
vez, tiveram os maiores valores na componente principal F1 por influéncia das variaveis de
fluorescéncia da clorofila a (®PSII, ETR, e gP), além da concentracéo interna de carbono (Ci).
Com isso, ha uma grande dissimilaridade entre individuos com restricdo hidrica e com

fornecimento hidrico independente do evento Unico ou recorrente de estresse.
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DISCUSSAO

Dentre as consequéncias fisiologicas causadas pela restricdo hidrica, a mais expressiva é
a inibicdo da fotossintese (Chaves 1991), sendo dada principalmente pelo fechamento
estomatico, cuja limitagdo aumenta a medida que o estresse se prolonga (Yordanov et al. 2003).

Gomesa flexuosa, sob essa condic¢do, diminuiu a transpiracdo e assimilacdo de carbono
no segundo evento de estresse, ou seja, coordenou melhor o fechamento estomatico em resposta
a exposicoes subsequentes de restricdo hidrica (Virlouvet e Fromm 2015), embora isso tenha
resultado em difusdo reduzida de CO. atmosférico para o local de carboxilagdo (Grassi e
Magnani 2005; Flexas et al. 2006).

Essa diminuigdo da assimilagdo de CO: e consequentemente da eficiéncia da rubisco
(A/Ci) em plantas do segundo evento de estresse, no entanto, ndo altera quantidade de carbono
interno na espécie. 1sso revela que pouco carbono pode estar sendo utilizado, uma vez que
diversos estudos relatam que o estresse hidrico pode comprometer em especifico a atividade da
Rubisco, assim como a regeneracdo da RuBP (Gunasekera e Berkowitz 1993; Lawlor e Cornic
2002; Dias e Briiggemann 2007). Outra hipdtese seria a refixacdo de COz por 6rgdos néo-
foliares, completamente independente das fontes atmosféericas de CO2. No caso de Orchidaceae,
0 metabolismo fotossintético nas raizes, por exemplo, pode assumir o papel de ciclagem de CO>
(Moreira et al. 2009). Assim, a refixacdo de CO2 é muito menos afetada por tensdes ambientais,
e esse processo pode permitir a captura eficiente de CO2 quando o suprimento efetivo de
carbono é limitado, como em condicdes de calor ou seca (Rangan et al. 2016).

Apesar disso, a eficiéncia do uso da agua aumentou em plantas submetidas ao segundo
evento de restricdo hidrica, o que indica grande adaptabilidade da planta sob condigdes
limitadas de &gua, uma vez que a EUA é uma caracteristica funcional relacionada ao
crescimento, produtividade e desempenho das plantas (Liu et al. 2019). Ademais, maior EUA
poderia ser promovida pelo grau de refixacdo do CO- respirado como elucidado por Bort e
colaboradores (1994). Dessa forma, o aumento da eficiéncia do uso da dgua para esta espécie
pode ser visto como o principal mecanismo, em condicGes desfavoraveis, de responder a
exposicdo prévia a um fator de estresse abidtico, tornando a planta mais tolerante ao estresse
futuro. Este ajuste se deve ao fato de Gomesa flexuosa ser uma espécie CAM facultativa fraca
no pseudobulbo enquanto a folhas permanecem com metabolismo fotossintético Cz (Joca,
2020), cujo metabolismo é acionado ambientalmente e regulado em resposta ao estresse por
déficit hidrico (Winter 2019). Pelo fato da quantidade de carbono interno nas folhas permanecer
a mesma ao longo dos estresses aplicados, essa conversdo metabdlica no pseudobulbo funciona

essencialmente para a refixagdo do carbono respiratorio produzido pelo parénquima macico
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subjacente (Hew e Yong 1994), garantindo importante economia de agua para a espécie a longo
prazo (Cornic e Fresneau 2002; Rodrigues et al. 2013).

Essa conversdo frente as alteracGes nas variaveis fotossintéticas pode ser gerada por
aspectos que vdo desde a mobilizacdo de metabdlitos e recrutamento hormonal, até algumas
alteracBes epigenéticas. Em dltima instancia, essas alteraces levam a algum tipo de
aprendizado e memorizacdo da experiéncia anterior, a fim de otimizar sua performance,
permitindo uma aclimatacdo efetiva as tensGes ambientais e pode ser considerada como uma
forma especifica de inteligéncia (Grzesiak et al. 2019).

Apesar da espécie ndo apresentar alteracdo no contetdo relativo de agua dos 6rgdos
avaliados no 1° e 2° evento de défice hidrico, principalmente no tratamento sob restri¢do hidrica,
o potencial hidrico foliar aumentou em plantas que passaram pelo 2° EVpn. Com isso,
evidenciamos que todo o ajuste que G. flexuosa fez nos parametros fotossintéticos, ndo teve
maior “custo” nas relagdes hidricas, principalmente pela baixa de transpiracdo verificada.
Tolerar o estresse hidrico é manter a estabilidade das fun¢des metabdlicas, mesmo com baixos
potenciais de agua nos tecidos, através de ajustes fisiologicos, bioquimicos e moleculares
especificos de células e tecidos (Lisar et al. 2012). Neste caso, o fechamento efetivo dos
estdmatos € consistente com o uso eficiente da agua, evitando uma falha hidraulica (Brodribb
e Holbrook 2004).

Para O. sphacelatum, ndo houve alteragcdes nos parametros de trocas gasosas entre o 1°
e 2° evento, sendo que o tratamento com restricdo hidrica apresentou baixos valores em todas
as avariaveis avaliadas em relacdo ao controle. Sendo assim, fica claro que essa espécie, ndo
alterando as respostas fisiologicas em decorréncia de exposicOes sucessivas a restricdo hidrica,
ndo sugere evidéncias de que ha uma aclimatacéo fisiologica ou ajuste das respostas ao segundo
evento de seca, como reportado em diversos trabalhos (Bruce et al. 2007; FletaSoriano e
Munné-Bosch 2016; Menezes-Silva et al. 2017). Apesar disso, 0 conteldo de agua nos
pseudobulbos diminui em condi¢des de restricdo hidrica, ao mesmo tempo em que o conteddo
de folhas € mantido e o da raiz aumenta neste tratamento. O potencial hidrico por sua vez, é
mantido em todos os 6rgéos durante o 1° e 2° EVpn. Ou seja, 0 pseudobulbo funciona como
6rgao de reserva que auxilia na manutencdo hidrica dos outros 6rgaos quando estdo sob seca,
indicando que a agua armazenada neste 6rgdo pode ser transportada para as folhas sob tais
condicBes de estresse, como observado também em Stancato e colaboradores (2001), He e
colaboradores (2013) e Yang e colaboradores (2016).

Apesar do valor reconhecido dos pseudobulbos, a maioria dos trabalhos sobre balanco
hidrico em epifitas vasculares tem se concentrado principalmente em suas folhas (Sun et al.

2014; Zhang et al. 2015). Mas, apesar de apresentar limitada capacidade fotossintética em
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relacdo as folhas, este 6rgdo estéd intimamente relacionado com a regulacéo do balanco hidrico
na planta como um todo, sendo determinante para a sobrevivéncia e capacidade de manutengéo
da espécie numa condicdo adversa em ambiente natural.

E sabido que a seca combinada & alta exposicdo a luz, afetam negativamente a
funcionalidade do PSII e reduz o transporte de elétrons através deles, e em Ultima instancia,
resulta em uma baixa producdo de ATP e NADPH, produtos essenciais para a fixacdo de CO>
na fase Il da fotossintese (Baker e Rosenqvist 2004). Além disso, em condi¢des de restricdo
hidrica, assim como sob outros estresses bi6ticos e abidticos, pode haver o estresse oxidativo
gerando injurias no tecido vegetal e processos oxidativos responsaveis pela geracao de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) (Gaspar et al. 2002; Resende et al. 2003). As ERO, como o
oxigénio singleto (*O.), peroxidos de hidrogénio (H20.) e os radicais superdxido (O2), apesar
de ocorrerem normalmente no metabolismo celular, quando acumuladas tornam-se toxicas a
célula (Resende et al. 2003), causando prejuizos a nivel celular e alterando o metabolismo
normal das plantas atraves de danos oxidativos em lipideos, proteinas, acidos nucleicos,
enzimas e 0s pigmentos fotossintéticos (Smirnoff 1993). Entretando, as espécies parecem lidar
bem com o comprometimento induzido pelo estresse dos fotossistemas, uma vez que quando
comparado com o controle, o aparato fotoquimico esta funcionando de maneira mais eficiente
nos periodos de estresse, corroborando algumas pesquisas em que é sugerido que as epifitas
podem ser muito eficazes na manutencdo de sua integridade fotoquimica sob condi¢des de seca
(Maxwell et al. 1992).

A complementaridade das técnicas AHC e PCA permitiu relacionar os grupos formados
pelo AHC e as componentes principais obtidas na PCA, de forma a obtermos o agrupamento
de plantas que passaram pela restricdo hidrica por duas vezes (grupo 1), plantas que tiveram
fornecimento hidrico por todo o experimento (grupo I1) e plantas que passaram por apenas um
evento de fornecimento e restricdo hidrica (grupo Il1), em G. flexuosa. No grupo I, 0 uso
eficiente da dgua proporcionou um melhor desempenho do fotossistema Il e a manutencdo no
fluxo de elétrons, indicando garantia na eficiéncia fotossintética mesmo em situacdo de baixa
disponibilidade hidrica (Baker 2008), o que culminou na maior transformacdo da energia
luminosa em quimica nos fotossistemas (gP). Este grupo, constituido por plantas que passaram
pela segunda vez pelo evento de estresse hidrico, demonstra que a espécie possui a capacidade
de armazenar informacdes sobre experiéncias prévias, de forma a reagir de forma mais eficiente
quando comparada as situacdes passadas (Witzany 2018). O processo de aprendizagem em
questdo se d& por mudancas substanciais no organismo, detectado por meio de comparacgdes
das performances a uma experiéncia anterior (Kawecki 2010), como no caso do grupo 1. Este

grupo por sua vez, mais influenciado por varidveis de trocas gasosas, apresentou uma
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inconstancia em meio aos parametros avaliados, com respostas heterogéneas, indicando que no
primeiro evento sob restricdo hidrica, pode haver uma desregulacdo metabdlica em meio ao
reconhecimento daquelas condigdes vivenciadas pela primeira vez.

A regulacéo hidrica eficiente e a dissipacdo ndo fotoquimica no grupo Il desta espécie,
demonstra que houve um processo fotoprotetor que remove 0 excesso de energia de excitacao
nos complexos contendo clorofila, e evita a probabilidade de formacgdo de radicais livres
prejudiciais (Murchie e Lawson 2013). Esse tipo de resfriamento compete com o resfriamento
por fluorescéncia e fotoquimico e atua como um mecanismo “seguro” para dissipar niveis
substanciais de energia de excitagdo por clorofila, a0 mesmo tempo em que protege o aparelho
fotossintético contra o dano oxidativo, desempenhando um papel fundamental na protecdo do
PSII (Parida et al. 2007; Demmig-Adams e Adams 2006).

Em O. sphacelatum, a recorréncia dessas plantas as condi¢des experimentais em 1° e 2°
evento de défice hidrico parece ndo resultar na distingdo das respostas fisioldgicas, uma vez
que sdo formados agrupamentos frente ao fornecimento (Grupo 1) e restricdo hidrica (Grupo
I1). O grupo | foi formado especialmente por influéncias de variaveis de trocas gasosas e
conteddo relativo de agua. Isso indica que a eficiéncia das variaveis fotossintéticas € mais
efetiva nos tratamentos com disponibilidade hidrica, uma vez que a sensibilidade dos processos
fisiologicos € inerente a disponibilidade deste recurso e revela, em grande parte, um reflexo da
estratégia da planta em lidar com a faixa de variacdo na disponibilidade de agua que ela
experimenta em seu ambiente (Goudriaan et al. 1985; Abbate et al. 2004; Chaves et al. 2004;
Taiz e Zeiger 2017). Ja o grupo 11, enfrenta respostas relacionadas a concentracdo de carbono
interno e parametros de fluorescéncia da clorofila a. Uma vez que o maior acimulo de CO;
pode refletir a foto-destruicdo dos pigmentos fotossintetizantes, prejudicando a incorporacgéo e
fixacdo de carbono (Aradjo e Deminicis 2009; Minardi et al. 2014), os valores de PSII, ETR e
gP em destaque sugerem mais uma vez que o aparato fotquimico nao foi prejudicado, em parte
pelo mecanismo fotoprotetor pela capacidade de dissipacdo de ATP e poder redutor, 0 que
estimula a utilizacdo de fotons mesmo em condi¢des limitadas de CO; e previne o aparato
fotossintético contra danos oxidativos (Sperling et al. 2014; Zhang et al. 2016).

Apesar da compreensao dos fatores que influenciam o crescimento das epifitas estarem
sendo aprofundados nos ultimos anos, o conhecimento sobre os ‘“tradeoffs” dos ajustes
ecofisiologicos envolvendo o agrupamento de variaveis resposta que permitam gerar respostas
padrdes nestas plantas ainda enfrenta muitas limitacdes. A memoria fisioldgica proposta aqui
para a espécie G. flexuosa, que em um segundo evento de estresse hidrico responde de maneira
distinta das plantas submetidas a outras condic6es, nos fornece ainda mais indicios do que se

espera para o cultivo de espécies da subtribo Oncidiinae. Ao ampliarmos as analises a partir do
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conhecimento obtido, a fim de gerar um ponto de vista mais sistémico dos niveis de alteraces
promovidas nessas situacbes, é levantada a questdo se para G. flexuosa poderia haver
diminuicdo da oferta hidrica durante o cultivo, uma vez que passando por essa situacao de forma
recorrente, haveria uma memoria fisiologica que Ihe permitisse ajustes a longo prazo. Ja para
O. sphacelatum, por ndo apresentar grandes alteracdes em meio aos periodos de restricdo
hidrica, seria invariavelmente de manejo mais facil? Em condicGes naturais, G. flexuosa
poderia ter maior desempenho com as alteracdes globais que ja recorrem sob ela, enquanto O.
sphacelatum, teria um maior custo para se manter de forma eficiente com as possiveis
alteracdes?

Em vista de tais indagagdes que surgem nesta perspectiva, mesmo sabendo que o ponto
crucial para essas orquideas epifitas € a economia da agua, onde a alta evapotranspiracdo
combinada com o escasso suprimento de adgua desafia o balango hidrico da planta (Benzing,
1998) é necessario investigar quando sofrem estresse devido a alta irradidncia combinada com
periodos de baixa pluviosidade prolongada, pois estes fatores afetam significativamente o
metabolismo e levam a um crescimento e produtividade reduzidos. A alta irradiancia pode gerar
problemas drasticos no cultivo e estabelecimento de orquideas, como reducdo no rendimento
quantico fotossintético, perda de clorofila foliar e uma maior suscetibilidade a fotoinibicao (He

et al. 1995; Lichtenthale et al. 1981), e sera melhor investigada no capitulo a seguir.
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CAPITULO 3

Desempenho de Gomesa flexuosa Sims e Oncidium sphacelatum Lindley em diferentes
regimes luminosos sob influéncia de fornecimento e restrigdo hidrica

JOCA, T.A.CL; BERTHOLDI, A.A.S'.; MOREIRA, A. S. F. P.2, ALMEIDA, L. F. R?
1Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho” (UNESP) / Departamento de Botanica / Instituto de
Biociéncias - Rubido Junior — 18618970 - Botucatu, SP — Brasil.

2 Universidade Federal de Uberlandia/ Campus Umuarama/ Instituto de Biologia - R. Ceard, s/n - 38400902,
Uberlandia - Minas Gerais - Brasil

RESUMO

A restricdo hidrica ja comum ao habitat epifitico frequentemente é acompanhada por altas
incidéncias luminosas. As adaptacdes existentes permitem aumentar a captacao de CO2, reduzir
a perda de agua e otimizar o armazenamento deste recurso nas especies Gomesa flexuosa e
Oncidium sphacelatum. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar se a disponibilidade
de agua combinada com a influéncia da luz afeta a capacidade de aclimatacdo fotossintética
dessas espécies de orquideas. Para isso, foi mensurada a performance das trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a e relagdes hidricas em folhas de G. flexuosa e O. sphacelatum em
eventos subsequentes de disponibilidade e restricdo hidrica sob influéncia da alta e baixa
irradiancia. Para o tratamento dos dados, modelos lineares generalizados (GLM) foram
ajustados e calculado o indice de variacdo normalizada (IVN). Quando sob fornecimento
hidrico e alta densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA), G. flexuosa
apresenta eficiéncia no controle estomatico, melhorando a capacidade de uso e eficiéncia da
agua. O processo de ajuste osmotico gera diminuicdo no potencial hidrico foliar e se intensifica
na segunda exposicdo ao déficit hidrico, sendo que se torna uma estratégia em resposta ao
estresse. O. sphacelatum sob fornecimento hidrico e alta DFFFA, apresenta o aparato
fotoquimico otimizado somente apds segunda exposicdo a essa condi¢do. Sob condicbes de
restricdo hidrica e alta DFFFA, ambas as espécies tiveram os efeitos adversos da DFFFA alta
exacerbados. Assim, ha diferentes estratégias de cultivo para essas espécies. Enquanto G.
flexuosa pode ter um alto desempenho sendo rustificada na luz, mesmo sob restricdo hidrica,
O. sphacelatum ndo se rustifica e ndo apresenta memoria fisiologica em cultivo sob

fornecimento hidrico e alta DFFFA.

PALAVRAS CHAVE: cultivo, epifitas, Orchidaceae, rustificagdo
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Gomesa flexuosa Sims and Oncidium sphacelatum Lindley performance in different light regimes
under water supply and restriction influence

ABSTRACT

The water restriction in epiphytic habitat is often accompanied by high luminous incidences.
The adaptations allow to increase CO, uptake, reduce water loss and optimize the storage of
this resource in Gomesa flexuosa and Oncidium sphacelatum species. Thus, the aim of this
study was to investigated whether the water availability combined with the light influence
affects the photossynthetic acclimatization ability of these orchids species. For that, we
measured the gas exchanges performance, chlorophyll a fluorescence and water relations in G.
flexuosa and O. sphacelatum leaves in subsequent events of water availability and water
restriction under high and low irradiance influence. For the data treatment a generalized linear
models (GLM) were adjusted and the normalized variation index (IVN) was calculated. When
under water supply and high photosynthetic photon flux density (PPFD), G. flexuosa presented
stomatal control efficiency, improving the water use capacity and efficiency. The osmotic
adjustment process generated a decrease in leaf water potential, which is intensified during the
second exposure to water deficit, becoming a strategy in response to the stress. O. sphacelatum
under water supply and high PPFD, presented the photochemical apparatus optimized only after
a second exposure to this condition. Under conditions of water restriction and high PPFD, both
species had the adverse effects of high PPFD exacerbated. Thus, there are different cultivation
strategies for these species. While G. flexuosa can have a high performance rusted in light, even
under water restriction, O. sphacelatum does not rust and does not show physiological memory

under water supply and high PPFD form cultivation.

KEY WORDS: cultivation, epiphytes, Orchidaceae, rustification
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INTRODUCAO

Dentre os fatores envolvidos no crescimento das plantas, seu desempenho em diferentes
regimes luminosos é de suma importancia, pois tanto a intensidade quanto a qualidade da luz
influenciam na taxa fotossintética, abertura estomatica, sintese de clorofila, dentre outros
fatores (KOZLOWSKI et al., 1991). Periodos curtos sem agua sao comuns mesmo em florestas
tropicais sazonais, e quando os foréfitos de Orchidaceae epifitas perdem parte de suas folhas
durante a estacdo seca, ou se uma clareira é aberta em meio a floresta, a restricdo hidrica
frequentemente é acompanhada por altas incidéncias luminosas (ZOTZ & WINTER, 1994).

Dessa forma, quando sofrem estresse devido a alta irradiancia e periodos prolongados de
baixa pluviosidade, esses fatores afetam significativamente seu metabolismo e levam ao
crescimento e produtividade reduzidos, principalmente por causarem redugdo no rendimento
quantico fotossintetico, perda de clorofila foliar e terem maior suscetibilidade a fotoinibicéo
(HE et al., 1998; LICHTENTHALER et al., 1981).

Em outro contexto, em ambientes de cultivo comercial, o sombreamento artificial € uma
técnica utilizada para reduzir os efeitos prejudiciais da alta incidéncia luminosa, principalmente
em periodos com alta disponibilidade desse recurso (CARON et al., 2010). No entanto, plantas
cultivadas sob baixa irradiancia podem sofrer reducdo na taxa fotossintética, resultando em
declinio na taxa de crescimento (HE et al., 1998). Portanto, é necessario encontrar o equilibrio
na maximizacao da utilizacdo da luminosidade para aumentar a atividade fotossintética e
minimizar a fotoinibicdo (HE & TEO, 2007).

Para este fim, o processo de rustificacdo caracteriza a adaptacdo das mudas as oscilagcdes
da radiacéo solar, e é de suma importancia para se garantir o maior indice de sobrevivéncia do
plantio. Apesar de estudos focarem nos efeitos da exposicdo a diferentes condicGes de luz e
sombra (COUTINHO 1978; OLIVEIRA FILHO & RATTER 2002; SUZAKI et al., 2005; JE
et al., 2018), a grande maioria € realizado com espécies florestais, testando diferentes condic6es
luminosas.

Para Orchidaceae epifitas, onde o ambiente € bem caracterizado e esta sujeito ao estresse
hidrico e a perda de folhas de foréfitos deciduos que ocorre em formag6es de florestas semi-
deciduais (SMITH et al., 1986), ha pouca informacao sobre a eficiéncia na captacéo e utilizacado
da luz no espectro fotossintético e as relacdes hidricas, principalmente no que diz respeito as
respostas a diferentes condicdes ambientais e ao estresse subjacente a elas (TAY et al., 2015).
Por serem plantas herbaceas perenes, com crescimento lento tanto via propagacao vegetativa
quanto por meio de sementes, as avaliagdes por meio de varidveis fisiolégicas podem nos dar

subsidios para entender a complexa dindmica que a luz pode trazer a essas plantas em nivel
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funcional, principalmente quando relacionados ao fator hidrico (PASTENES et al., 2003; LIN
& HSU 2004).

As adaptacOes existentes que permitem aumentar a captacdo de CO., reduzir a perda de
agua e otimizar o armazenamento deste recurso (vide capitulos 1 e 2) tanto a curto quanto a
longo prazo nas espécies Gomesa flexuosa e Oncidium sphacelatum, sdo importantes para gerar
ferramentas que possam medir o estresse ambiental e determinar condigOes ideais de
crescimento. Além disso, é importante definir padrdes de aclimatacédo relacionada a luz em um
contexto ecoldgico, para que as informacdes geradas colaborem para melhorar a abordagem da
conservacao de espécies de orquideas em seus ambientes naturais e nas técnicas de manejo em
orquidarios. Dessa forma, este estudo teve como objetivo testar a capacidade de aclimatacao
fotossintética sob influéncia da luz em tratamentos com fornecimento e restricdo hidrica, a fim
de sugerir 0 manejo necessario para o crescimento e estabelecimento de ambas as espécies de
orquideas, fornecendo suporte para outros programas de conservacdo e reintroducdo de

orquideas em habitats naturais.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e delineamento experimental

Individuos de Gomesa flexuosa Sims e Oncidium sphacelatum Lindley foram obtidos
do orquidario ZDZ, em Botucatu/SP, transferidos para vasos padronizados com substrato de
casca de pinus/ carvao vegetal, e aclimatados por um ano em casa de vegetacdo da Universidade
Estadual “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, com duas regas semanais (vasos irrigados até a
ocorréncia de percolacdo). A casa de vegetacdo esta localizada no Instituto de Biociéncias (22°
53’ S, 48°26” O), e possui sistema controlado com umidade relativa do ar em torno de 60% e
temperatura de 25° a 29°C. No seu interior, a densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente
ativos (DFFFA) pode atingir até 800 umol m2s?, durante o dia.

Apos o periodo de aclimatacdo, os individuos foram separados aleatoriamente em quatro
tratamentos, levando em consideracéo:
= Duas condi¢bes hidricas: 1) irrigacdo constante por todo o experimento, com vasos
irrigados até a ocorréncia de percolacdo, duas vezes por semana; e 2) suspensdo total de
irrigacdo por todo o experimento.
=  Duas intensidades luminosas: 1) alta densidade de fluxo de fotons fotossintéticamente
ativos (DFFFA) - até 800 umol/m3s; e 2) baixa DFFFA, de aproximadamente 200

pumol/m2s (ambiente coberto com tela de sombreamento preta 70% - sombrite ®). As
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intensidades luminosas de DFFFA foram verificadas com auxilio do medidor de radiagdo
acoplado no fluorometro PAM — Junior (Chlorophyll — Fluorometer WALZ/Alemanha).

As duas condi¢bes de luminosidade incluiram os dois tratamentos de disponibilidade
hidrica, sendo: luz e seca (T1), que permaneceu em condi¢cdes de DFFFA de aproximadamente
800 pumol/m2s por 60 dias e restricdo hidrica; luz e irrigacdo (T2), com a mesma DFFFA e
fornecimento hidrico por um periodo de 60 dias; sombra e seca (T3), com DFFFA de
aproximadamente 200 pumol/m?2s e com restricdo hidrica por 60 dias; e sombra e irrigacédo (T4)
DFFFA idem ao T3 e fornecimento hidrico durante todo o experimento. E importante ressaltar
que durante o periodo de 60 dias dos tratamentos, a umidade relativa (UR) da casa de vegetacao
foi reduzida para 30%, a fim de minimizar a obtencdo de agua pelas raizes através da umidade
disponivel no ar.

Ao final do periodo de 60 dias em cada um dos tratamentos descritos acima, todas as
plantas migraram para as condi¢des do T4, com disponibilidade hidrica e DFFFA de condicéo
considerada controle por Rodrigues et al. (2013), mantendo-as assim por mais 60 dias, em um
periodo considerado de recuperacéo.

Ao término deste periodo, as plantas foram novamente dispostas nos tratamentos T1, T2,
T3 e T4 por um novo periodo de 60 dias, caracterizando o segundo evento nestas condicdes e
180 dias de experimento. Aos 60 dias da primeira fase do experimento, e aos 60 dias da segunda
fase do experimento, foram realizadas medicGes: (1) de relacGes hidricas: contetdo relativo de
agua (CRA) e potencial quimico da agua (Ww) de folhas, pseudobulbos e raizes; (2) trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila a foliar.

Relac¢bes hidricas

Para obtencdo dos dados de relacGes hidricas foram avaliadas as seguintes variaveis:
CRA e Ww em todos os tecidos (folha, pseudobulbo e raiz). Para ambas as variaveis, a coleta
de dados foi realizada no predawn (PD - 6:00h) e midday (MD- 12:00h), entretanto, por ndo
haver variacGes significativas entre os periodos, optou-se por incluir neste trabalho apenas os

dados de midday.

Contelido Relativo de Agua (CRA)

Foram coletados 3 cm de raizes de cada individuo, desconsiderando 1 cm do apice. Para
folhas, foram utilizadas amostras de 2 cm? e para pseudobulbos, fragmentos com 1,5 cm de

comprimento e 1,53 cm? de diametro. Todas as amostras foram coletadas e imediatamente
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pesadas para determinar a massa fresca (MF). Logo ap6s, as amostras foram imersas em agua
deionizada e acondicionadas por 24 horas a 5°C para reidratacdo de acordo com Elsheery &
Cao (2008), e posteriormente determinada a massa turgida (MT), e entdo secas a 60°C em estufa
para determinacdo da massa seca (MS) (BARRS & WEATHERLEY, 1962). Foi utilizada
balanca de precisdo de 0,0001 g para determinacdo dos PF, PT e PS. A partir da obtencdo dos
pesos, foi calculado com equacdes descritas por Witkowski e Lamont (1991), o CRA de cada
tecido: CRA (em %) = [(MF MS)/(MT-MS)]*100.

Potencial quimico da agua (¥, MPa)

O potencial hidrico (Pw) foi mensurado utilizando-se o Analisador de Potencial de Agua
com Controlador de Temperatura WP4-T (DECAGON DEVICES, EUA). As analises
aconteceram imediatamente apds a coleta do material bioldgico (amostras foliares, de

pseudobulbo e radicular), sendo o resultado expresso em MPa.

Fluorescéncia da Clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a (Chl a) foi avaliada com medidor modulado de
fluorescéncia PAM — Junior (Chlorophyll — Fluorometer WALZ/Alemanha). Com o uso deste
aparelho, foram obtidas as seguintes caracteristicas fotoquimicas da fotossintese nas folhas dos
diferentes tratamentos: rendimento quantico efetivo do fotossistema II (® PSII = AF/Fwm')
(Genty et al.,1989), taxa de transporte de elétrons (ETR = AF/Fm'x DFFFA x 0.5 x 0.84),
dissipagao fotoquimica [qP = (Fm'-Fs)/(Fm -Fo')] e dissipacdo ndo-fotoquimica [NPQ = (Fw-
Fm )/Fm T (MAXWELL & JOHNSON, 2000). Para estimar o ETR foi utilizado o valor de 0.5
como fracdo de energia de excitacdo distribuida entre os fotossistemas, e 0.84 como fracdo de
absorcéo de luz (BAKER, 2008). Os tecidos foram previamente aclimatados no escuro por 30

minutos antes de dar inicio as medicdes.

Medicdo de trocas gasosas

O medidor aberto portatil de trocas gasosas Infra Red Gas Analyser - “ IRGA” (modelo
LI-6400 - LI-COR) — foi usado para estimar a taxa de assimilacdo de CO; (A, pmol CO, m2s’
1), a taxa de transpiracdo (E, mmol vapor d’agua m2s?) e concentracio interna de CO; (Ci,
umolCO. mol-ar). Dessa forma, também foram calculadas a eficiéncia do uso da dgua (EUA,
pmol CO2 (mmol H,0%) pela relagéo entre A/E (BERRY & DOWNTON, 1982), a eficiéncia
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da enzima de carboxilagdo, dada pela relagédo entre (A/Ci). Como relatado por Hew e
colaboradores (1998), para Oncidium ‘Goldiana’ a ponta da folha é o local de mais alta
capacidade fotossintética em relacdo a lamina foliar. Portanto, as medi¢6es foram realizadas
nessa regido em folhas jovens e completamente expandidas das duas espécies avaliadas.

Analise de Dados

Para o tratamento dos dados foram ajustados modelos lineares generalizados (MLG)
com distribuicdo Gamma e func¢do de ligacdo logaritmica para as variaveis resposta CRA, Pw,
® PSII, ETR, P, NPQ, A, E, Ci, EUA, A/E e A/Ci, considerando como fatores os efeitos
principais agua, luz e o tempo (dias). Também foram considerados os individuos no modelo,
para acomodar as medidas repetidas ao longo do tempo (NELDER & WEDDERBURN, 1972).
Foi testado a interacdo tripla entres esses fatores (p<0,05). A qualidade dos ajustes dos modelos
lineares generalizados ajustados foi feita através da analise de desvios (deviance) e do grafico
dos residuos de Pearson padronizados. Para comparac6es entre tratamentos, foi utilizado foi o
teste de Tukey-Kramer (Westfall, et al., 1999) do procedimento genmod do programa estatistico
SAS - Free Statistical Software, SAS University Edition (Anexos).

A posteriori, foi calculado o indice de variacdo normalizada (IVVN), por permitir avaliar
o efeito real do tratamento nos parametros analisados em relacdo ao tratamento controle,
obtendo-se valores menores (valores negativos) e maiores (valores positivos) nessa relacdo
(TATTINI et al., 2006). O IVN foi calculado entdo, a partir dos resultados das interacGes
encontradas pelo MLG, para as varidveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relacGes hidricas nas diferentes condicGes hidricas e luminosas, de acordo com a seguinte

formula;

IVN= (X tratamento — X controle) / (X tratamento + X controle)

Para cada espécie, foram realizados dois IVNs a fim de interpretar (1) a influéncia da
luz em tratamentos com disponibilidade hidrica; e (2) a influéncia da luz em tratamentos com
restricao hidrica. Dessa forma, na primeira situacdo, os valores de X tratamento foi representado
pelos dados obtidos das plantas sob fornecimento hidrico e DFFFA de aproximadamente
800 pmol/m3s (T2) durante o primeiro evento de exposicdo a luz (12 EV;) — aos 60 dias de
experimento; e durante o segundo evento de exposicdo a luz (22 EVLy,) — aos 180 dias de
experimento. O X controle foi representado pelos dados obtidos de plantas sob fornecimento
hidrico e DFFFA de aproximadamente 200 pmol/m2s (T4) nos mesmos periodos.

Na segunda situacgéo, os valores de X tratamento foi representado pelos dados obtidos

das plantas sob restri¢do hidrica e DFFFA de aproximadamente 800 pmol/mas (T1) durante
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0 12 EViyz e 22 EViz. O X controle foi representado pelos dados obtidos de plantas sob
restricdo hidrica e DFFFA de aproximadamente 200 pmol/m?2s (T3) nos mesmos periodos.
Em ambas as situacdes, o0 DFFFA de 200 pumol/m?s foi escolhido como controle por ser o
regime luminoso em que Gomesa flexuosa apresentou melhor performance e memdria

fisioldgica (dados apresentados no capitulo 2).
RESULTADOS

Influéncia da luz em tratamentos com disponibilidade hidrica

Para G. flexuosa sob fornecimento hidrico, o IVN das variaveis de fluorescéncia da
clorofila a apresentou diferencas entre 0 12 EVy; e 22 EVy .. A variagdo em ambos 0s eventos
para os parametros de fluorescéncia da clorofila a foi elevada em relacdo ao controle em
praticamente todas as variaveis, apresentado maior aumento no 12 EVyy; para @ PSII e NPQ,
enquanto ETR e qP foram superiores no 22 EV ., (Figura 1 e Tabela 1).

Em relacdo aos pardmetros de trocas gasosas, a condutancia estomatica, assimilagéo,
eficiéncia da carboxilacao e eficiéncia no uso da agua diminuiram no 12 EV(, enquanto a
concentracdo de carbono interno aumentou em relagcdo ao controle. No 22 EVyy;, 0 inverso é
observado, de forma que gs, A, A/Ci e principalmente EUA se elevam em relagdo ao controle,
com diminuicdo do Ci. (Figura 1 e Tabela 1).

Quanto as relagdes hidricas, 0 CRA e potencial hidrico de todos os érgaos em ambos 0s
eventos de fornecimento luminoso apresentaram menores valores, exceto o Ww foliar, que

aumentou no 22 EVy ., (Figura 1 e Tabela 1).
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Figura 1. indice de variacdo normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relacdes hidricas para Gomesa flexuosa, relacionando o tratamento com agua e luz comparado ao controle (agua e
sombra, representado na linha pontilhada horizontal) no primeiro e segundo evento de exposicdo a alta
luminosidade.

Tabela 1. indice de varia¢do normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relacbes hidricas para Gomesa flexuosa no tratamento com disponibilidade hidrica e 800 umol/m2s DFFFA
comparado ao controle (disponibilidade hidrica e 200 pumol/m2s DFFFA) no primeiro e segundo evento de

exposicdo a alta luminosidade.

Variaveis Disponibilidade hidrica e 800 umol/m2s DFFFA
1°EV 2°EV

@ PSII 0,238 0,172
ETR 0,021 0,111
gP 0,186 0,262
NPQ 0,328 -0,078
Os -0,450 0,044
A -0,649 0,036
Ci 0,075 -0,043
A/Ci -0,676 0,067
EUA -0,123 0,537
CRA Folha -0,080 -0,040
lPW Folha -0,159 0,058
CRA Pseudobulbo -0,506 -0,186
\PW Pseudobulbo -0,605 -0,234
CRA Rraiz -0,146 -0,728
Yw Raiz -0,159 -0,642

85



Oncidium sphacelatum por sua vez, apresentou queda nos valores de todas as variaveis
de fluorescéncia da clorofila a em plantas submetidas ao 12 EVy, (com excecdo do NPQ), e
aumento nos valores de todas as varidveis em plantas submetidas ao 2° EV .y, com NPQ se
igualando ao controle. Os menores valores se repetiram para as varidveis trocas gasosas, que
decairam igualmente independente do 1° ou 2° evento de exposicdo a luz, exceto para a
concentragdo de carbono interno, que foi elevada em ambos os eventos (Figura 2 e Tabela 2).

Para as relagdes hidricas, o CRA foliar permaneceu inalterado em rela¢do ao controle,
e o potencial hidrico foi elevado neste 6rgdo, em ambos os momentos avaliados. O CRA do
pseudobulbo reduziu no 1° e 2° EV.,, enquanto o potencial hidrico deste érgao diminuiu no
primeiro evento e aumentou no segundo. O CRA radicular, assim como do pseudobulbo, foi
reduzido em ambos 0s eventos, e o potencial hidrico deste 6rgao, embora permaneca igual ao
do controle no 1° EVyy;, aumenta no 2° EV ., (Figura 2 e Tabela 2).
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Figura 2. indice de variacio normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relacdes hidricas para Oncidium sphacelatum, relacionando o tratamento com agua e luz comparado ao controle
(Agua e sombra, representado na linha pontilhada horizontal) no primeiro e segundo evento de exposi¢do a alta

luminosidade.

86



Tabela 2. indice de varia¢do normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relagdes hidricas para Oncidium sphacelatum no tratamento com disponibilidade hidrica e 800 pumol/m2s DFFFA
comparado ao controle (disponibilidade hidrica e 200 pmol/m2s DFFFA) no primeiro e segundo evento de
exposicao a alta disponibilidade.

Variaveis Disponibilidade hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA
1°EV 2°EV
@ PSII -0,167 0,143
ETR -0,078 0,256
gP -0,041 0,506
NPQ 0,115 -0,019
s -0,654 -0,528
A -0,911 -0,889
Ci 0,219 0,208
A/Ci -0,940 -0,919
EUA -0,666 -0,697
CRA Folha -0,008 0,001
‘PW Folha 0,343 0,143
CRA Pseudobulbo -0,051 -0,226
lPW Pseudobulbo -0,122 0,175
CRA Raiz -0,143 -0,273
‘PW Raiz -0,003 0,245

Influéncia da luz em tratamentos com restri¢ao hidrica

Em plantas de G. flexuosa sob restricdo hidrica, o IVN das variaveis de fluorescéncia
da clorofila a apresentaram diferencas entre o0 1° Evento de exposicdo luminosa (1° EVu;) € 0
2° Evento de exposicdo luminosa (2° EViy;). Maiores valores de ® PSII, ETR e gP foram
verificados no 1° EVyy, enquanto no 2° EV,, os IVN’s de todas as variaveis foram menores
em relacdo ao controle (Figura 3 e Tabela 3).

Em relacdo aos parametros de trocas gasosas, a condutancia foi fortemente elevada no
1° EVyy,, assim como Ci. No entanto, a assimilagcdo de carbono, eficiéncia da carboxilagdo e
eficiéncia no uso da agua diminuiram. No 2° EVy;, 0 mesmo padréo é observado, embora a
condutancia decline (Figura 3 e Tabela 3).

Quanto as relagdes hidricas, o CRA e Ww de todos os 6rgédos diminuiram no 1 e 2°
EVLuz, embora o CRA de folha e pseudobulbo no 2° EVy; se mantenha proximo aos valores

encontrados no controle (Figura 3 e Tabela 3).
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Figura 3. Indice de variacdo normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relagBes hidricas para Gomesa flexuosa, relacionando o tratamento com restricdo hidrica e luz comparado ao
controle (restricdo hidrica e sombra, representado na linha pontilhada horizontal) no primeiro e segundo evento de
exposicdo a alta luminosidade.

Tabela 3. indice de variacdo normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relacBes hidricas para Gomesa flexuosa no tratamento com restricéo hidrica e 800 Umol/m2s DFFFA comparado

ao controle (restrigdo hidrica e 200 UmMol/m2s DFFFA) no primeiro e segundo evento exposicdo a alta
luminosidade.

Variaveis Restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA
1°EV 2°EV
@ PSII 0,166667 -0,24324
ETR 0,274581 -0,1641
gP 0,175 -0,06667
NPQ -0,12727 -0,20101
Os 0,180823 -0,16563
A -0,76471 -0,875
Ci 0,267081 0,195005
A/Ci -0,86441 -0,89474
EUA -0,75869 -0,89529
CRA Folha -0,31176 -0,05201
Pw Folha -0,367089 -0,384615
CRA Pseudobulbo -0,50163 -0,08086
\PW Pseudobulbo -0,674847 -0,428571
CRA Raiz -0,21214 -0,88492
Pw Raiz -0,571429 -0,230372
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Oncidium sphacelatum, em relagdo as varidveis de clorofila a, apresentou declinio em

todas as variaveis, independente do evento de exposi¢do a alta luminosidade, embora o 1° EVyy,

tenha IVN’s proximos ao controle. (Figura 4 e Tabela 4). Para as trocas gasosas, em ambos 0s

eventos de exposi¢do a alta luminosidade, praticamente todas as variaveis diminuiram, exceto

Ci que foi elevado minimamente no 1° e 2° EV; (Figura 4 e Tabela 4). Nas rela¢Ges hidricas,

0 CRA e Ww de todos os 6rgaos diminuiram no 1° e 2° EV\,; (Figura 4 e Tabela 4).
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Figura 4. indice de variacdo normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e

relacGes hidricas para Oncidium sphacelatum, relacionando o tratamento com restricdo hidrica e luz comparado

ao controle (restricdo hidrica e sombra, representado na linha pontilhada horizontal) no primeiro e segundo evento

de exposi¢do a alta luminosidade.
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Tabela 4. indice de varia¢do normalizada (IVN) das variaveis de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
relagdes hidricas para Oncidium sphacelatum no tratamento com restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA
comparado ao controle (restrigdo hidrica e 200 pmol/m2s DFFFA) no primeiro e segundo evento de exposi¢do a

alta aluminosidade.

Variaveis Restri¢do hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA
1°EV 2°EV
O PSII -0,07143 -0,17241
ETR -0,09309 -0,18028
gP -0,07895 -0,27711
NPQ -0,03419 -0,54067
E -0,73333 -0,2093
Os -0,72854 -0,46261
A -0,78049 -0,51111
Ci 0,01702 0,041516
A/Ci -0,83333 -0,57143
EUA -0,14815 -0,32494
CRA Folha -0,01114 -0,066
Yw Folha -0,442623 -0,197861
CRA Pseudobulbo -0,0607 -0,37162
lPW Pseudobulbo -0,288591 -0,356322
CRA Raiz -0,17269 -0,17269
Pw Raiz -0,477165 -0,088296
DISCUSSAO

Gomesa flexuosa € uma espécie que pode ser cultivada na sombra ou rustificada na luz,
desde que tenha fornecimento hidrico, uma vez que apresenta desempenho correspondente e
até melhor em relacéo ao cultivo na sombra. Quando observados os parametros de fluorescéncia
da clorofila a, que apresentam melhor desempenho para todas as variaveis, independente do
primeiro ou segundo evento de exposicdo luminosa, a dissipacdo nao-fotoquimica se destaca.
Isso porque, apds uma segunda exposicdo a luz ha uma queda na dissipacdo do excesso de
energia luminosa como calor nos centros de reacfes dos fotossistemas, revelando uma alta
capacidade de utilizacdo da luz, o que também proporciona grau de fotoprotecdo
(DEMMIGADAMS & ADAMS, 1992; CHOW et al., 1981).

Essa melhor utilizacdo da energia luminosa € condizente com o aumento da dissipagédo
fotoquimica, o que também se verifica no aumento da assimilacdo de carbono, eficiéncia do
uso da agua e eficiéncia da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenasse, em uma
segunda exposicao a alta DFFFA. 1sso porque, mesmo sob efeito de alta incidéncia luminosa,

que acaba por influenciar em maior demanda evaporativa, G. flexuosa consegue apresentar
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eficiéncia no controle estomatico, diminuindo drasticamente um primeiro evento de exposicao
a luz, e mantendo valores proximos a quando sdo expostas a sombra em um segundo evento,
para permitir uma boa fixacdo de carbono, melhorando assim a capacidade de uso e eficiéncia
da &gua (ZHANG et al., 2016). A regulacdo estomatica entdo, mantem a diferenca entre o
potencial da planta e o0 meio externo constante (KUMAGAI et al., 2012), e embora seja mais
eficiente no primeiro evento de exposicdo a luz, possivelmente o decréscimo no segundo
momento pode ocorrer devido a desidratacdo dos tecidos, pela hidrélise de compostos de
reserva, e/ou pelo aumento de teores de solutos osmoticamente ativos como agucares e acido
malico, uma vez evidenciada a conversao metabolica para o metabolismo CAM (vide capitulo
1). Dessa forma, o processo de ajuste osmotico gera diminuicdo no potencial hidrico foliar no
primeiro evento, e se eleva na segunda exposicdo a luz, sem que haja decréscimo na
turgescéncia ou do volume celular, sendo que se torna uma estratégia em resposta ao estresse
(DAMATTA & RAMALHO, 2006). Isso torna possivel a manutencdo da pressdo de
turgescéncia na célula, em especial das células guarda (HARE et al., 1998), permitindo a
abertura parcial dos estdmatos e, consequentemente, explicando a manutencdo dos processos
fisiologicos tais como a assimilagdo de carbono, que de outra forma é inibida (SPARKS &
BLACK, 1999; ALVES & SETTER, 2004; BUCKLEY, 2019; YAMANI et al., 2020).
Oncidium sphacelatum, por sua vez, apesenta 0 aparato fotoquimico otimizado em
condicdes de excesso luminoso somente apds segunda exposicao, apresentando altos valores de
® PSII, ETR, gP e reduzido NPQ, o que evidencia que a espéecie pode ser muito eficaz na
manutencdo de sua integridade fotoquimica sob tais condicdes (MAXWELL et al., 1992). Essa
relagdo com elevados ® PSII, ETR e gP intuitivamente nos leva a assumir que a espécie
apresentaria bons parametros relacionados as trocas gasosas, vez que os produtos de transporte
linear de elétrons, ATP e NADPH, sdo usados diretamente na assimilacdo de carbono
fotossintético em proporcdes conhecidas (MURCHIE & LAWSON, 2013). Entretanto, isso ndo
reflete na melhoria das trocas gasosas na espécie, uma vez que a queda em todas as variaveis
relacionadas ao uso eficiente e fixacdo do carbono, demonstra que a espécie ndo se rustifica
com a luz e apresenta um desemprenho inferior nessa condicdo. Uma explicacdo plausivel para
isso seria a relacdo do requisito de elétrons para assimilagdo de uma molécula de CO2 em
espécies C3 (como € o caso de O. sphacelatum). Quando a fotorrespiracdo experimentalmente
consegue ser inibida, sabe-se que essa relacdo é igual a quatro. No entanto, esse ndmero
aumenta a medida que a proporcdo do fluxo de carbono pela via fotorrespiratéria sobe, por
exemplo, como ocorre durante o fechamento estomatico (WINGLER et al., 1999; FLEXAS &

MEDRANO, 2002). Portanto o fechamento estomaético altera, além da assimilagdo de CO2, a
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relagdo de utilizag&o de elétrons, de forma que estresse abidtico em questéo, tenha grande efeito
sobre a espéecie (CHEESMAN, 1991).

Aliado a isso, pode ser observado o aumento do potencial hidrico foliar em ambos os
eventos de exposicdo a luz. Embora exista controvérsia sobre o papel efetivo dos solutos, que
possivelmente foi acumulado nessa espécie, neste caso, o efeito da sua acumulacdo pode estar
relacionado a disturbios no metabolismo de amino&cidos e proteinas (LUTTS et al., 1996;
SILVEIRA et al., 2004), provocando prejuizos nos processos fisioldégicos da planta. Os
potenciais nos demais érgdos nao foliares também apresentam aumento no segundo evento de
exposicao, corroborando que, além das raizes que cumprem o papel de absorcao retirando dgua
da atmosfera, principalmente com o auxilio das estruturas do velame e da exoderme
(BENZING, 1990; MOREIRA & ISAIAS, 2009; ZOTZ & WINKLER, 2013; JOCA et al.,
2017), o pseudobulbo € o principal 6rgdo que libera a 4gua armazenada para atender as
demandas transpiracionais das folhas (YANG et al., 2016).

Apesar dos padrbes observados quando ha exposicéo a alta irradiagdo na condicéo de
fornecimento hidrico, quando observados a performance sob restricdo deste recurso, temos um
novo quadro, agora comum para ambas as espécies. Gomesa flexuosa em um primeiro momento
consegue elevar os valores de ®PSII, ETR e gP, contribuindo para a manutencdo do aparato
fotoquimico, mas, no 2° evento, o desempenho € prejudicado. 1sso pode ocorrer justamente para
preservar o aparato fotoquimico, uma vez que o dreno alternativo de elétrons ocorre neste
cenario. Oncidium sphacelatum, desde o primeiro evento de exposicao a luz na condicéo de
restricao hidrica tem queda nos parametros fotoquimicos, embora estejam proximos aos valores
do controle. Nesta espécie, no segundo evento ha a diminuicao drastica do NPQ, e sabe-se que,
em condicdes de excesso de luz, o mais potente oxidante na natureza, pode haver danos
expressivos no centro de reacdo do PSII, com consequente diminuicdo da eficiéncia
fotossintética (OSMOND, 1981; HORTON & RUBAN 1992; BARBER, 1995). No entanto,
um dos mecanismos para minimizar esse efeito, dissipando com seguranca o excesso de energia
prejudicial como calor € a elevacdo do NPQ, importante indicador da dissipacdo de energia de
excitacdo ndo-radiativa nas antenas (KRAUSE & WEIS 1991), o que nesta espécie nao foi
eficiente, uma vez que houve grande declinio neste parametro, estando mais susceptivel as
consequéncias do excesso luminoso em questéo.

Quanto aos pardmetros de trocas gasosas, ambas as espécies apresentam baixa
performance, evidenciando que a intensa irradiancia combinada a escassez de agua, faz com
que as plantas apresentem decréscimos mais fortes na fotossintese liquida (HOLMGREN,
2000). Enquanto O. sphacelatum tem a condutancia estomatica diminuida em ambos 0s

eventos, 0 que implica em menor perda de 4gua e a manutengdo do ¥w mesmo em condicGes
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de seca (PIMENTEL, 2004), G. flexuosa, tem a condutancia estomatica elevada em um
primeiro evento de exposicdo a luz, mas logo apresenta decaimento no segundo evento e
também consequente diminuicdo do potencial hidrico foliar e balango hidrico da planta como
um todo.

Embora o fechamento estomatico imediato de O. sphacelatum e maior controle do
fechamento estomatico no segundo evento para G. flexuosa pudesse contribuir de alguma forma
para manter o balango hidrico das espécies com restri¢ao deste recurso, isso ndo foi verificado
neste estudo. O fechamento estomatico neste caso, parece ndo ser responsavel pelo declinio nas
taxas fotossintéticas observadas, corroborando estudos que evidenciam que fatores néo
estomaticos sdo mais limitantes em plantas submetidas gradualmente ao estresse hidrico por
periodos mais longos (ACKERSON et al., 1977; RADIN & ACKERSON, 1981;). Até porque,
a quantidade de carbono interno aumentou em ambos os periodos de exposicdo a luz,
demonstrando que a inibigcdo do processo fotossintético pode ter sido causada por uma restricdo
do transporte difusivo de CO, aos locais de fixacdo de CO, (BJORKMAN & POWLES, 1984).

Em suma, sob condicbes de plena luz solar quando bem irrigadas, ha
predominantemente melhores resultados para G. flexuosa. Mas com imposi¢do de estresse
hidrico, ambas as espécies tiveram os efeitos adversos da alta DFFFA exacerbados. Isso porque
varias enzimas responsaveis pela regulacdo de CO> séo reguladas pela luz (TAIZ et al., 2017;
DOUBNEROVA & RYSLAVA, 2011), de modo que a intensidade da luz e sua duragao,
juntamente com intensidade do estresse hidrico, desempenham papel significativo para esta
resposta, com inicio e gravidade da inibicdo maior em plantas submetidas a falta do recurso
hidrico.

Os impactos combinados de alta disponibilidade luminosa e seca no crescimento e
desenvolvimento das plantas sdo variados, e em um cenario onde ha incidéncia luminosa
controlada e recursos hidricos limitados, hd menos impactos no desempenho da planta
(CANHAM et al., 1996). Neste caso, algumas espécies podem ter os efeitos da seca reduzidos,
uma vez que a limitacdo luminosa poderia ser compensada com menores déficits de pressao de
vapor, e, consequente, manutencdo do estado hidrico foliar (HOLMGREN, 2000). Em outro
cendrio, sob intensa irradiacdo combinada a escassez de agua, as plantas apresentam
decréscimos mais fortes nos pardmetros fotossintéticos, embora ndo apresentem fotoinibicdo
(HOLMGREN, 2000).

Apesar da similaridade floral de Gomesa e Oncidium, provavelmente devida a reflexos
evolucionérios de mudanca de polinizadores (CHASE et al., 2009, NEUBIG et al., 2012), as
diferencas morfologicas entre 0s géneros séo ténues e ndo Obvias a primeira vista. Apesar de

compartilharem ocorréncia em dominios fitogeograficos semelhantes, Oncidium sphacelatum
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é encontrada em fragmentos remanescentes de florestas tropicais e semideciduas (DAMON &
CRUZ-LOPEZ, 2006), enquanto Gomesa flexuosa ¢ uma epifita comum em fragmentos
remanescentes de Mata Atlantica em alguns estados do Brasil, Paraguai e Argentina (GASPI et
al., 2011). Essa caracterizacdo juntamente com os dados apresentados, leva a estratégias de
cultivo para ambas as espécies: enquanto G. flexuosa pode ter um elevado desempenho
rustificada na luz, mesmo sob restri¢do hidrica, O. sphacelatum néo se rustifica e ndo apresenta
memoria fisioldgica frente as diferentes formas de cultivo, de forma que o produtor deve estar
atento tanto as questdes hidricas quando luminosas ao pensar em manejos no cultivo. Apesar
disso, para essa espécie, nenhuma das estratégias traz danos irreversiveis, permitindo possiveis

“equivocos” durante o cultivo, uma vez que se mantém, mesmo com baixa performance.
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ANEXOS

Anexo 1. Comparacdo das varidveis de fluorescéncia da clorofila a entre fornecimento hidrico e diferentes disponibilidades luminosas aos 60 e
180 dias de experimento (12 e 22 evento de exposicao a essas condicdes luminosas, respectivamente), para Gomesa flexuosa.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T3) | 200 pmol/m2s DFFFA (T4)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
® PSII 0,10+0,01 Ba 0,23+0,03 Aa 0,08+0,01 Ba 0,12+0,01 Ab
ETR 61,20+0,35 Ba 128,08+5,46 Aa 50,23+1,47 Bb 73,80+2,19 Ab
gP 0,33+0,04 Ba 0,64+0,04 Aa 0,24+0,01 ABb 0,31+0,04 Ab
NPQ 1,86+0,01 Ba 2,39+0,05 Ab 1,20+0,01 Cb 2,82+0,04 Aa

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T3: fornecimento hidrico e 800 umol/m2s DFFFA. T4: fornecimento hidrico e 200 umol/m2s DFFFA.
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Anexo 2. Comparacdo das variaveis de trocas gasosas entre fornecimento hidrico e diferentes disponibilidades luminosas aos 60 e 180 dias de
experimento (12 e 22 evento de exposi¢do a essas condi¢bes luminosas, respectivamente), para Gomesa flexuosa.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 umol/m2s DFFFA (T3) \ 200 umol/m2s DFFFA (T4)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
gs 10,85+2,41 Ba 37,51+2,20 Aa 12,08+0,80 Ba 18,81+1,62 Ab
A 1,20+0,04 Aa 0,45+0,03 Ca 0,80+0,05 Bb 0,27+0,03 Cb
Ci 224,90+23,07 Ba 249,81+17,48 Bb 264,68+20,39 Ba 369,74+5,00 Aa
A/Ci 0,0055+,0005 Aa 0,0018+0,0001 Ca 0,0031+0,0004 Bb 0,00074,0001 Cb
EUA 8,60+0,42 Aa 1,81+0,28 Ba 3,37+0,36 Bb 1,82+0,62 Ba

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras maiusculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T3: fornecimento hidrico e 800 umol/m2s DFFFA. T4: fornecimento hidrico e 200 umol/m2s DFFFA.
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Anexo 3. Comparagdo das variaveis de relacBes hidricas (midday) entre fornecimento hidrico e diferentes disponibilidades luminosas em folhas,
pseudobulbos e raizes, aos 60 e 180 dias de experimento (12 e 22 evento de exposicdo a essas condicdes luminosas, respectivamente), para Gomesa

flexuosa.
Disponibilidade Luminosa
Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T3) 200 pmol/m2s DFFFA (T4)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento

CRA Folha (%0) 95,28+0,45 Aa 95,77+0,29 Aa 92,71+0,39 Bb 95,18+0,14 Aa

CRA pseudobulbo (%0) 82,83+0,84 Ab 51,80+3,03 Bb 59,13£1,62 Ca 71,35%1,54 Ba
CRA Raiz (%) 42,14+0,54 Ba 52,13+0,23 Aa 46,98+2,59 Aa 54,52+1,59 Aa

Yw Foiha (MPa) -1,00+0,18 ABa -1,36+0,11 Ba -1,14+0,09 Aa -1,56+0,02 Ba

Yw pseudobulbo (MPa) -0,53+0,02 Ca -0,44+0,02 Bb -0,47+0,15 Aa -0,72+0,02 Aa

Pw Rraiz (MPa) -0,90+0,12 Aa -7,45%0,63 Ch -1,51+0,23 Ab -2,61+0,38 Ba

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.
T3: fornecimento hidrico e 800 umol/mz2s DFFFA. T4: fornecimento hidrico e 200 umol/m2s DFFFA.
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Anexo 4. Comparacéo das variaveis de florescéncia da clorofila a entre fornecimento hidrico e diferentes disponibilidades luminosas aos 60 e 180
dias de experimento (12 e 22 evento de exposicao a essas condigdes luminosas, respectivamente), para Oncidium sphacelatum.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 umol/m2s DFFFA (T3) \ 200 umol/m2s DFEFFA (T4)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
® PSII 0,15+0,01 Aa 0,17+0,01 Aa 0,14+0,02 Aa 0,12+0,01 Ab
ETR 98,0545,28 Aa 110,15+1,64 Aa 72,23+2,73 Ab 60,90+4,91 Ab
gP 0,41+0,02 Ba 0,53+0,01 Aa 0,38+0,08 Aa 0,20+0,03 Bb
NPQ 2,42+0,17 Aa 1,61+0,01 Ba 1,38+0,08 Ba 1,08+0,02 Cb

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferengas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T3: fornecimento hidrico e 800 pmol/m2s DFFFA. T4: fornecimento hidrico e 200 umol/m2s DFFFA.
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Anexo 5. Comparagdo das variaveis de trocas gasosas entre fornecimento hidrico e diferentes disponibilidades luminosas aos 60 e 180 dias de
experimento (12 e 22 evento de exposi¢do a essas condi¢des luminosas, respectivamente), para Oncidium sphacelatum.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 umol/m2s DFFFA (T3) \ 200 umol/m2s DFFFA (T4)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
gs 18,02+3,81 Ba 17,31+3,92 Ba 11,62+2,44 Ba 25,98+1,81 Aa
A 0,73+0,02 Ba 0,68+0,02 Bb 1,50+0,06 ABb 1,70+0,06 Aa
Ci 337,8748,57 Aa 315,72+17,69 Aba 233,52+16,17 Bb 239,04+10,46 Bb
A/Ci 0,0022+0,0001 Bb 0,0022+0,0002 Bb 0,0065+0,0005 Aa 0,0071+0,0003 Aa
EUA 3,10+0,72 ABb 2,63+0,09 Bb 7,83+2,32 Aa 3,14+0,16 Ba

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras maiusculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T3: fornecimento hidrico e 800 umol/m2s DFFFA. T4: fornecimento hidrico e 200 umol/m2s DFFFA.
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Anexo 6. Comparacdo das varidveis de relagdes hidricas (midday) entre fornecimento hidrico e diferentes disponibilidades luminosas em folhas,
pseudobulbos e raizes, aos 60 e 180 dias de experimento (12 e 22 evento de exposicdo a essas condi¢des luminosas, respectivamente), para Oncidium

sphacelatum.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T3) 200 pmol/m2s DFFFA (T4)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento

CRA Folha (%) 93,02+0,87 Aa 94,81+1,34 Aa 94,92+0,76 Aa 95,44+0,85 Aa
CRA pseudobulbo (%0) 88,51+3,39 Aa 91,24+2 41 Aa 89,72+2,24 Aa 92,87+1,39 Aa
CRA Rraiz (%) 31,95+0,94 ABa 26,29+2,62 Ba 36,80+1,87 Ba 27,91+2,19 Ca
Yw Folha (MPa) -0,68+0,06 Ab -0,75+0,03 Ab -0,47+0,04 Aa -1,08+0,03 Ca
Yw pseudobulbo (MPa) -0,53+0,05 Bb -0,56+0,01 Ba -0,36%0,04 Aa -0,84+0,07 Bb
Yw Rraiz (MPa) -1,66+0,07 Aa -2,22+0,06 Ba -1,82+0,02 Ba -2,69+0,11 Cb

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.
T3: fornecimento hidrico e 800 umol/mz2s DFFFA. T4: fornecimento hidrico e 200 umol/m2s DFFFA.
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Anexo 7. Comparacdo das varidveis de florescéncia da clorofila a entre restricdo hidrica e diferentes disponibilidades luminosas em folhas,
pseudobulbos e raizes, aos 60 e 180 dias de experimento (12 e 22 evento de exposicdo a essas condicdes luminosas, respectivamente), para Gomesa
flexuosa.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T1) | 200 pmol/m2s DFFFA (T2)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
® PSII 0,14+0,02 Aa 0,14+0,01 Aa 0,13+0,01 Aa 0,17+0,02 Aa
ETR 107,53+3,10 Aa 91,97+£3,21 Aa 52,42+2,96 Bb 92,27+2,64 Aa
gP 0,47+0,05 Aa 0,56+0,03 Aa 0,35+0,02 Ba 0,53+0,02 Aa
NPQ 1,44+0,03 Cb 1,59+0,01 Bb 2,37+0,06 Ba 2,41+0,06 Ba

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras maiusculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.
T1: restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA. T2: restrigdo hidrica e 200 pmol/m2s DFFFA.
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Anexo 8. Comparacdo das variaveis de trocas gasosas entre restricdo hidrica e diferentes disponibilidades luminosas aos 60 e 180 dias de
experimento (12 e 22 evento de exposi¢do a essas condi¢bes luminosas, respectivamente), para Gomesa flexuosa.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T1) | 200 pmol/m2s DFFFA (T2)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
gs 15,64+1,43 Ba 26,85+1,90 Aa 4,58+1,88 Bb 20,56%3,79 Aa
A 0,16+0,03 Ba 0,03+0,01 Cb 0,17+0,03 Ca 0,29+0,05 Ba
Ci 388,81+12,51 Aa 370,84+14,10 Aba 307,70+18,00 Ab 339,22+18,19 Aa
A/Ci 0,0004+0,0001 Ba 0,0001+0,0001 Cb 0,0006%0,0001 Ba 0,0008+0,0002 Ba
EUA 1,18+0,27 Ab 0,10+0,02 Bb 2,63+0,62 Ba 6,05+1,44 Aa

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailUsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T1: restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA. T2: restricdo hidrica e 200 pumol/m2s DFFFA.
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Anexo 9. Comparacdo das varidveis de relagBes hidricas (midday) entre restricdo hidrica e diferentes disponibilidades luminosas em folhas,
pseudobulbos e raizes, aos 60 e 180 dias de experimento (12 e 22 evento de exposicdo a essas condicdes luminosas, respectivamente), para Gomesa

flexuosa.
Disponibilidade Luminosa
Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T1) 200 pmol/m2s DFFFA (T2)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
CRA Frolha (%0) 49,99+1,54 Bb 86,30+4,37 Aa 78,91+0,70 Ca 87,78+3,00 Ba
CRA pseudobulbo (%0) 27,49+0,39 Ca 44,05+0,53 Ba 19,39+0,03 Cb 49,00+2,35 Ba
CRA Raiz (%) 27,39+0,48 Bb 3,30+£1,09 Cb 34,98+2,38 Ba 8,59+0,79 Ca
Yw Foiha (MPa) -2,16+0,14 Bb -3,06+0,10 Cb -1,57+0,06 Aa -1,39+0,01 Aa
Yw pseudobutbo (MPa) -2,73+0,33 Cb -1,10+0,11 Ba -1,91+0,17 Ca -1,16+0,02 Ba
Pw Rraiz (MPa) -3,30+0,16 Bb -11,91+0,69 Ca -2,08+0,150 Aa -11,98+0,85 Ca

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.
T1: restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA. T2: restricdo hidrica e 200 pumol/m2s DFFFA.
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Anexo 10. Comparacdo das variaveis de florescéncia da clorofila a entre restricdo hidrica e diferentes disponibilidades luminosas em folhas,
pseudobulbos e raizes, aos 60 e 180 dias de experimento (12 e 22 evento de exposicdo a essas condi¢fes luminosas, respectivamente), para Oncidium

sphacelatum.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T1) | 200 pmol/m2s DFFFA (T2)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
® PSII 0,13+0,01 Aa 0,12+0,01 Ab 0,10+0,01 Bb 0,16+0,01 Aa
ETR 81,35+2,91 Aa 76,50+2,18 Ab 61,80+3,29 Bb 102,83+3,18 Aa
gP 0,35+0,03 Aa 0,30+0,01 Ab 0,35+0,06 Ba 0,61+0,01 Aa
NPQ 2,26%0,09 Aa 0,48+0,03 Cb 1,74+0,10 Ab 1,04+0,01 Ca

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencgas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T1: restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA. T2: restricdo hidrica e 200 pumol/m2s DFFFA.

108



Anexo 11. Comparacdo das variaveis de trocas gasosas entre restricdo hidrica e diferentes disponibilidades luminosas aos 60 e 180 dias de
experimento (12 e 22 evento de exposi¢do a essas condi¢des luminosas, respectivamente), para Oncidium sphacelatum.

Disponibilidade Luminosa

Variaveis 800 pumol/m2s DFFFA (T1) | 200 pmol/m2s DFFFA (T2)
1° Evento 2° Evento 1° Evento 2° Evento
gs 2,83%0,70 Ca 6,36+0,85 Ba 2,43+0,46 Ca 8,03+2,75 Ba
A 0,09+0,01 Ca 0,22+0,01 Ba 0,07+0,01 Ba 0,10+0,01 Bb
Ci 349,57+19,54 Aa 343,07+16,06 Aa 364,78+11,45 Aa 364,31+6,89 Aa
A/Ci 0,0002+0,0001 Ca 0,0006%0,0001 Ba 0,0002+0,0001 Ba 0,0003+0,0001 Ba
EUA 2,30+0,40 Ba 1,34+0,21 Ca 1,57+0,22 Bb 0,56+0,18 Cb

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras mintsculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T1: restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA. T2: restricdo hidrica e 200 pumol/m2s DFFFA.
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Anexo 12. Comparagdo das varidveis de relacdes hidricas (midday) entre restricdo hidrica e diferentes disponibilidades luminosas em folhas,
pseudobulbos e raizes, aos 60 e 180 dias de experimento (12 e 22 evento de exposicdo a essas condi¢fes luminosas, respectivamente), para Oncidium

sphacelatum.

Variaveis

CRA Folha (%)
CRA Pseudobulbo (%)
CRA Raiz (%)
Yw Folha (MPQ)
Yw pseudobulbo (MPa)
Yw Raiz (M Pa)

Disponibilidade Luminosa

800 pmol/m2s DFFFA (T1)

200 pmol/m2s DFFFA (T2)

1° Evento
90,97+1,11 Ba
78,38+1,42 Ba
22,54+3 46 Aa
-1,76+0,09 Bb
-0,96+0,09 Bb
-4,69+0,10 Cb

2° Evento
83,07+0,79 Cb
41,80+1,52 Cb
25,26+0,90 Aa
-1,12+0,02 Cb
-1,18+0,03 Bb
-2,65+0,17 Bb

1° Evento
93,47+1,07 Aa
80,98+2,65 Ba
27,60+1,83 Aa
-0,23+0,05 Aa
-0,46+0,01 Aa
-1,83+0,026 Ca

2° Evento
95,45+0,12 Aa
58,57+3,15 Ca
15,93+2,78 Bb
-0,81+0,03 Ca
-0,59+0,05 Ba
-1,63+0,01 Ba

Valores referentes as médias e desvio padrdo. Os dados foram ajustados por modelos lineares generalizados (MLG) e posterior teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia a
5%. Letras mailsculas representam diferencas significativas entre os eventos, para cada tratamento e letras minusculas, diferencas significativas entre os tratamentos, em cada evento.

T1: restricdo hidrica e 800 pmol/m2s DFFFA. T2: restricdo hidrica e 200 pumol/m2s DFFFA.



CAPITULO 4

“O cultivo de orquideas e as exigéncias de luz e agua”

Hora de cultivar! Principais cuidados: (]

e i
Regue pelo menos duas As plantas devem ficar em
vezes por semana. Vocé locais onde possam receber a
Esqueceu de irrigar, vai viajar por saberd quando molha- luz solar na manha ou no
um longo periodo, ou o sol incide la verificando se o final da tarde. A luz é um
forte no local onde ficam por todo o substrato contém importante fator para seu
dia? Saiba o que fazer! alguma umidade ou se desenvolvimento, sem ela a
esta totalmente seco. orquidea nao florescera.

4 L Luminosidade

Gomesa flexuosa Sims é uma 00000 DO00O®

09000 0000®
espécie de interesse ornamental e ... l l ]..l ... l l l..l

medicinal, comum em

Gomesa flexuosa

Agua Luminosidade
fragmentos remanescentes de
Mata Atl_a_ntlcaem a_.lguns estftd{:-s Faltou dqua e recebeu alta
do Brasil, Paraguai e Argentina. irradiacio = Por até 60 dias ela
aproveita de maneira eficiente a
pouca aqua disponivel. Além disso,
tem “memdria”, podendo quardar
as informacoes do que sofreu para Mas se tiver dgua
se ajustar methor da proxima vez! disponivel, pode cultivar
sah alta luminosidade (ela
até prefere!).
Oncidium sphacelatum Lindley é ‘
nativa do México, encontrada em
fragmentos remanescentes de ;
florestas tropicais e semi- Ape sar de SObi,ﬂwwerim d Eong?
. PE,’?"IOdO Sem adgua, nac possil
Deciduas.

“memoria” e isso the custa muito

Se a luminosidade for alta
para manter-se nessas condicoes.

e tiver agua, a espécie
tolera e se mantem, mesmao
com baixo desempenho.
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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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