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RESUMO

Estudos sobre a interacdo de plantas com o ambiente
sao importantes para o entendimento dos processos relacionadoes
ao crescimento e desenvolvimento, estando as orquideas epifitas
brasileiras entre as plantas menos cenhecidas nesses aspectos.
Dessa forma, © objetivo deste trabalho foi estudar as respostas
fisiolégicas e metabdlicas da orquidea epifita C. forbesii X
L. tenebrosa, guando submetida a diferentes graus de
intensidade luminosa e a varios periodos de déficit hidrico.
Foram realizados gquatro ensaios independentes. No primeiro,
folhas e pseudobulbos foram coletados ao longo do dia (0, 2, 5
e 8h de luz! e os carboidratos soliveis em &alcool e em agua
foram analisados guantitativamente por técnicas colorimétricas
(ac;ﬁcares soluveis totails, aclcares redutores e sacarose] e
gualitativamente, através da cromatografia descendente em papel
e por HPLC dos monossacarideos. No segundo, plantas cultivadas
por 173 dias sob dois niveis de intensidade luminosa (22,5% e

90% da radiacdo fotossinteticamente ativa, RFA) tiveram a area

foliar e o volume dos pseudobulbos monitorados ac longo desse
periodo. No terceiro ensaio foram efetuadas medidas de
fluorescéncia e de trocas gasosas durante uma noite e um dia,
em folhas de plantas cultivadas sob 90% da RFA, sob 22,5% e em
plantas cultivadas inicialmente sob 22,3% e transferidas para
90% apds duas horas de luz. No quarto ensaio, algumas plantas
foram submetidas a periodos de déficit hidrico por 25 e 45
dias. Nas folhas, foram avaliados os niveis da eficiéncia

fotossintética e, em amostras de folhas e pseudobulbos, foram



determinados a atividade da invertase &4cida e o contetdo e
composigdo dos carboidratos soldveis em Aqua e em &lcool. Neste
experimento, alguns componentes das relagbes hidricas foram
acompanhados: potencial osmético, conteddo relativo de agua
{(CRA} e relagdo massa seca/massa fresca. O hibrido estudado
exibiu caracteristicas do metabolismo CAM, apresentandc acumulo
de acidc malico durante a noite e sua mobilizagdc durante o
dia. Os resultados mostraram que tanto a folha comc o
pseudobulbo acurmulam carboidratos solaveis em agua
(glucomanancs) como composto de reserva mas nio foi detectado
amido em testes com 16do e ao exame microscépico. 0s resultados
do primeiro ensaio sugerem gue estes glucomananos s&c formados
principalmente no pseudobulbo (pequena gquantidade na folha)
concomitantemente com a mobilizacdo de acido malico nas folhas,
sugerindo gque esta seria uma das formas de armazenar carbono,
para ser  posteriormente mobilizado. Embora as plantas
cultivadas sob 22,5% da RFA tenham apresentado maiores taxas de
crescimento, quando comparadas as plantas cultivadas sob 90%,
tiveram seu desenvolvimento atrasado em 20 dias. A reducdo do
desempenho fotossintético mostrada pelas plantas transferidas
de 22,5% da RFA para 90% indica que sob 90% as plantas estariam
sofrendo foteoinibigdo, talvez induzidas por altas temperaturas,

nao alterando os niveis de sintese de glucomananos.
Provavelmente, a 4gua e os

pseudobulbo foram usados para manter a integridade celular
enquanto a atividade fotossintética diminuia; os valores do CRA
e da variagdo no potencial osmético também indicam desidratacédo
drastica dos tecidos, com consequéncias na inativacgdo da
invertase acida e no fluxo de substancias entre os érgéos,
principalmente a sacarose.



vii

SUMMARY

grudies on the interaction of plants with their
surrounding environment are important for the understanding of
processes related to growth and development, the Brazilian
orchids being among the less known group of plants in this
respect. In this way, the objectives of the present work were to
analyse the physiclogical and metabolic responses of the hibrid
orchid Cattleya forbesii X Laelia tenebrosa under distinct light
intensities and drought periods. Four independent essays were
performed. In the first, leaves and pseudobulbs were colected
along one day (0, 2, 5 and 8h of light) and their alchool and
water soluble carbohydrates were analysed gquantitatively Dby
colgrimetric techniques (total and reducing sugars and sucrose)
and-qualitatively by paper chromatography and High Performance
Liquid Chromatography of monosaccharides. In the second, plants
were cultivated during 173 days under different light intensities
(22.5 and 90% of the Photosynthetically active radiation, PAR)

and their leaf area and pseudcbulb volume were evaluated. In the

third essay, fluorescence and gas exchange were measured during a
night and day pericd in leaves of plants cultivated under 90%
PAR, 22.5% PAR and plants initially growing under 22.5% PAR and
subsequently transferred to 90% PAR after 2h. In the fourth
essay, some plants were exposed to 25 and 45 days of water
stress. The photosynthetic efficiency was evaluated in leaves and
the activity of acid invertase and the contents and composition
of alchool and water soluble carbohydrates were determinated in

the sample of leaves and pseudcbulbs. In this experiment, some



parameters o©of water relations were also measured: osmotic
potential, relative content of water and dry/fresh weight ratios.
The studied orchid presented characteristics of CAM mat_g_}aq;;s;r_z_,_
‘showing accumulation of malic acid during the night and
mobilisation during the day. The results showed that both leaves
and pseudobulbs accumulate glucomannan as a storage compound but
starch was not detectable in the extracts either by iodine or
microscopic examinations. The results suggest that glucomannan is
formed mainly in the pseudobulb (some in the leaves)
concomitantly with the mobilisation of malic acid in the leaves,
suggesting that this might be cne of the ways to store carbon for
further mobilisation. Although plants cultivated under 22.5% PAR
had presented higher growth rates when compared to the ones
growing under 90% PAR, the first had its development retarded for
almost 20 days. This might be related to photecinhibition due to
damage induced by high temperatures, without however interfering
with glucomannan metabolism. The water and glucomannan stored
into the pseudobulbs were probably used to maintain cellular
integrity whereas the photosynthetic activity decreased:; the
relative content of water and osmotic potential changed and a
drastié dehydration occurred. All this influenced the
inactivation of the acid invertase and the translocation of
substances, mainly sucrose, between the plant organs.




INTRODUCAO

extremamente peguenas, com flores muito reduridas, até plantas
com mais de trés metros de altura, capazes de produzir hastes

Fflorails de comprimento superior a guatre metrcs (Suttlewcocrth ef

Numa rlor Tipica e PR e StEn T ey sk pal ey v

das outras, sendo guase sempre maior e mais vistoso. No centro
da fler com ovario infero, estéd um drgdo carncsc e claviforme,
o ginostémio ou coluna, comoc resultado da fusao dog filetes e

esriletes; a presenga da coluna € a grande diversidade de
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agentes polinizadores confere Aas orqguideas uma posigac

avancada na escala evolutiva das plantas. A antera esta

pblem, os guals estdo agrupados numa estrutura chamada polinia,
variando de duas a oitc polinias dependendo do género.
Imediatamente abaixo da antera estd uma pequena depressdc de
superficie viscosa, © estigma. Este conjuntc caracteriza uma
flor de orguidea.

A diversidade das espécies, a disposicgdo dos
verticilos florais e o grande nuUmerc de agentes polinizadores,
possibilitam a ocorréncia de muitos cruzamentos. A hibridagéo
das orquideas ocorre tanto naturalmente como artificialmente.
Até ¢ momento nenhuma outra familia de plantas produziu um
ntmero tdo elevado de hibridos ou cruzamentos. Esta
ins%abilidade genética parece estar asssociada & sua evolugdo
recente como grupo distinto (Lenz & Wimber, 1959). A maior
parte das plantas exploradas comercialmente & constituida por

hibridos produzidos pelo homem; no entanto, muitas espécies

selvagens sdo frequénteﬁéﬁté.eﬁifivéﬁéé:"”

Qutra caracteristica importante para a maioria das
orquideas ¢é a presenga de uma camada de tecido esponjoso,
conhecido como velame, ao redor do cilindro central da raiz.
Fmbora nao seja exclusivo desta familia de plantas, ¢ velame ¢é
bem desenvolvido ndo s6 nas orgquideas epifitas, como também nas

litofiticas e nas terrestres (Shushan, 1959). O velame facilita



a absorgdo de agua e sals minerais, especialmente entre as

epifitas; outra fungdo do wvelame é a conservacdo de agua no

-8istema radicular. - -

Em guase todas as orquideas as folhas estao
arranjadas alternadamente em lados opostos do  caule. Nas
espécies em que ¢ pseudcochulbo estsa ausente, as folhas ou as
raizes se transformam em érgac de reserva de substancias e de
dgua. As folhas da maioria das orquideas sio coriaceas, porém
existem orguideas com folhas delgadas e membraniceas unidas ao
pseudobulbo. Algumas espécies apresentam folhas caducas com
zona de abscissdo delimitada sobre o pseudobulbo. Os estématos
estdo distribuideos por todos os brgdos verdes da planta, mas
estdo em maior nimeroc nas folhas, com distribuicdc abaxial na

maioria das orguideas (Fanfani & Rossi, 1988).

DISTRIBUICAO

E possivel encontrar orquideas em praticamente todas

as feéiééé.domﬁmndo;.béﬁtﬁdo, € nas regides mais quentes da
Terra que ocorrem em maior abundancia, nic sé em ndmero comoc em
formas variadas (Holttum, 1955). Sac encontradas em locais
desde o nivel do mar até a mais de 4.000m, sendo mais
freqlentes em altitudes entre 500 e 2.000m.

Embora existam orquideas nativas em todos o0s

continentes, com excegdo da Groenléndia e das regides Articas e




antarticas, de acordo com Pabst & Dungs (1975) e Rentoul

(1987), as condigdes climadticas que regulam a sua ocorréncia

856 as mesmas no mundo inteirs, permitindoestabelecerquatro

provincias ou zonas climaticas e geograficas (FIGURA 2.

‘.A provincia 1 contém em torno de 60% dos géneros e
das espécies existentes. Geograficamente, abrange a Serra do
Mar, no Brasil e a faixa média dos Andes. Estas, estdo entre as
regides com maior umidade atmosférica, nas guails ocorre
precipitagéo durante todo o ano, em intensidade variadvel. A
grande diversidade em orguideas nestas regides ndoc ¢
conseqgiiéncia unicamente da alta umidade atmosférica, mas também
da renovacdo constante do ar atmosférice. O periodo Gmido nesta
provincia ocorre a noite, com formagdo de neblina, e,
sazonalmente, durante ¢ dia com a ocorréncia de precipitacgdes.
Mesﬁo na estacdo mencos chuvosa, ocorre intensa formagdo de
neblina durante a noite.

A provincia 2 abrange as regides quentes da costa da

América do Sul bem como a Bacia BAmazdnica; também abrange

regides com caracteristicas seméigéﬁtes, céracteriiédas peio.”“
clima tropical gquente e Umide. A proximidade do mar ou de
regides alagadigas no interior do continente e a floresta
tropical, proporcionam alta umidade atmosférica, mas todas as
plantas desta provincia, inclusive as orquideas, apresentam
dispositivos que retardam a transpiragdo. A rigor, sdo estas

regides mais a evaporagdo da agua do mar, as responsavels pelo
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suprimento da umidade gue abastece a provincia 1, na forma de
chuva ou neblina,

Na época das chuvas, dias quentes e umidos alternam-—
se com dias gquentes e secos. Tempestades violentas, porém
breves, sd0 seguidas por dias de estiagem, com temperaturas
noturnas semelhantes as diurnas. Ventos fortes e secos sopram
do continente, reduzindo drasticamente a umidade. Nestas
regides, com a atmosfera Gmida e estagnada, a mata é pobre em
crquideas. Porém, em gqualguer clareira, beira de riachos,
pontas de galhos nas altas copas, mesmc em lajes desnudas, &
grande a populagdo de orguideas, mostrando gque a ocorréncia
localizada ndao ¢é somente fungio da necessidade de luz mas
tambem da necessidade de renovacdo do ar atmosférico.

A provincia 3 localiza-se no Planalto Central, no
Braéil, abrangendo areas no interior do continente, onde a
influéncia dos ventos maritimos n&oc se faz sentir. Estas Areas
estado situadas em altitudes de 500 a 1.000m, sendo compostas

pelos planaltos de MG, GO e MT. Além das orquideas litofiticas

”(.q.ue. c:s:escem soﬁfé a ”r.o.clha nua) e saxicolas {(que crescem sobre
camadas de seixos}), as epifitas vivem sobre escassas palmeiras
ou nas estreitas faixas de mata ciliar. O sclo & geralmente
pobre, rasco e possui sub-solo com cascalho. Neste sole 56
permanecem Aarvores e arbustos que buscam a umidade do iengol
freatice as vezes a 20 ou 30m de profundidade. As orguideas

adaptaram-se aos longos periodos de seca, sendo gque muitas



perdem as folhas depois da floragao para rebrotar novamente na
época das chuvas, e o crvalho € a unica fonte de umidade que
1hes permite atravessar o periodo de seca. Climaticamente, esta
regido é caracterizada por dias guentes e secos e por noites
muito frescas. A oscillacdo da temperatura entre dia e noite e
entre verdo e Iinvernc € mails acentuada. Amplitude térmica
diadria em torno de 35°C ocorre com fregliéncia Dbastante
acentuada, <caracterizando uma regido onde se alternam fortes
extremos. AS orquideas epifitas desta provincla preferem as
estreitas matas ciliares gue acompanham ©s rios, Aas vezes por
centenas de quilometros, as gquais funcionam como vias de
migracdc de orguideas. 0Os brejos e alagados abrigam grande
numero de orguideas. As Aarvores presentes nestes alagados
acolhem algumas epifitas, entre elas espécies do género
Cat;setum.

A provincia 4 & formada pelas regides frias do mundo
inteiro, principalmente onde o inverno & rigorcso. Na América

do Sul abrange a Patagdnia e as partes mais altas dos Andes. As

orguideas eplfltas n.é.s.’(.:as regides | .séo” iaréé. No ”e.xt;:é.zﬁo N
meridional da América do Sul sé ocorrem orqguideas terrestres.
No Brasil, existem algumas espécies nos cumes da Serra da
Mantiqueira.

Em cada provincia, a interagdao dos elementos
climdticos como  temperatura, umidade, radiagac, pressao

atmosférica, tipo e quantidade de nuvens, precipitagdo e



velocidade do vento, entre outros, properciona a coexisténcia
de grupos de orquideas com caracteristicas anatémicas e

funcionais = semelhantes, permitinds qie 2 diversidade entre

grupcs na mesma provincia seja diretamente proporcional &s
possiveis combinacgdes entre os elementos climaticos {Benzing &
Renfrow, 1971). As mudancas n3o ocorrem na mesma intensidade
para todas as espécies, o que possibilita varios niveis de
adaptacéao.

Cada provincia possui caracteristicas geograficas e
climatolégicas distintas, sende que as orquideas nativas de uma
dada provincia mostram aspectos que refletem as condigbes a que
estdo submetidas. Provincias com caracteristicas peculiares
come grande amplitude térmica ou umidade relativa do ar elevada
ou precipitacgdo pluviométrica concentrada em periodo reduzido
do Lano, impdem diferentes restri¢gdes ao crescimento e
desenvolvimento. Orguideas submetidas a grandes amplitudes
térmicas apresentam pequeno porte e taxas reduzidas de

crescimento (Miranda, 1989), sugerindo que a reducic no acumulo

'de matériémofgéﬁiéénpode eéiar ligada a utilizagdo de rotas de
sintese e de degradacio que sejam operantes sob determinadas
condigbes ambientais. Por outro lado, orquideas nativas de
regides com chuvas em poucos meses do ano, apresentam taxas
elevadas de actmulo de massa seca nesse periodo, inclusive de
flores. Isso indica que a acdo dos elementos climéaticos pode

induzir alteracdes fisioldégicas nas plantas, muitas vezes




provocadas por condigdes recorrentes de estresse, permitindo ©
estabelecimento de Processos bioguimicos e metabdlicos
especificos para determinados grupos de orquideas.

Como esta tese tem por objetivo analisar alguns dos
componentes da interacdo entre as orquideas epifitas da Mata
Atlantica e 08 elementos climdticos, englobandc espécies
localizadas nas provincias 1 e 2, as informagdes aqui contidas

sao relacionadas, principalmente, as orguideas deste grupo.

EPIFITAS

A familiaz Orchidaceae pode ser considerada muilto
diversificada, incluindo espécies caracteristicas de varios
habitats, no entanto, existe um aspecto que caracteriza grande
parée das espécies: 70 a 80% das orquideas nativas das regiles
tropicais e subtropicais tém as copas das arvores como habitat,
principalmente as copas mais altas, com as raizes aderentes aos

ramos (Suttleworth et al., 1970). Estas orgquideas s&o chamadas

de epifités.é, télﬁez,.possuam o] maior”gréu ée”éséecializaééé
entre as plantas superiores, com as espécies desenvolvendo
estruturas gue conservam agua e nutrientes, como reserva para
periodos criticos. Elas est&o direta ou indiretamente expostas
a2 radiacl8o solar tropical, recebendo chuvas intermitentes e

submetidas &s correntes de ar. Estas condigdes produzem um



ambiente um tanto quanto xerofitico, porem bastante adequado

para as orguldeas epifitas {(Withner, 1959).

~De acordo com Benzing (1990}, as epifitas nic possuem

© sistema radicular desenvolvido, n&o utilizam a agua do solo e
estao freqlientemente expostas ao estresse. O crescimento e
desenvolvimento de uma epifita verdadeira ocorre sem qualguer
contate com © solo cu com © sistema vascular da planta suporte
ou hospedeira. Estéo distribuidas em zonas tropicais,
subtropicais e semi-dridas, em habitats caracterizados por
déficit hidrico recorrente (Medina et al., 1986; Benzing,
1984), apresentando diferentes niveis de exigéncia de luz,
umidade e temperatura.

As orquideas epifitas exibem habito de crescimento
simpodial ou monopodial (FYXGURA 3). Nas orguideas simpodiais,
cadé simpddio tem crescimento individualizado, com formacdo de
inflorescéncia na regifio apical. 0O crescimento vegetativo tem

continuidade a partir de gemas axilares na base do pseudocbulbo.

Depois de algum tempo, com repetmdos c;clos de cre501mento, a

orquldea 31mpodzal toxna—se um grupe de pseudobulbos unidos
entre si, com metabolismo interligado; uma vez separados em
grupos menores, cada conjunto originarid uma nova planta
(Benzing, 1990). A presenga do pseudobulbo s6 ocorre em
orquideas epifitas simpodiais e pode proporcionar algumas
vantagens ecoldgicas, permitindo sua sobrevivéncia em situac®es

prolongadas de estresse hidrico. Géneros como Cattleya,
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FTEURA 3. Ilustragdo mostrando o©S habitos de crescimentdo
simpodial (A} e monopodial (B}, apresentados pelas

orquideas epifitas. {FONTE: Suttleworth, 1870}
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urante ¢ periodo de seca estas plantas apresentam sintomas de
senescéncla e eliminam partes do seu corpo gue possam causar a
sua deslidratagdo. O metabolismo do pseudobulbo & reduzide arsé

um estado de balxa atividade metabllica, sendo este drgio da

planta mencs vulneridvel 2 dessecacdc durante o pericdo seco



(Benzing, 1990); o pseudobulbo possul reservas em carboidratos
e grande quantidade de gemas, necessarias para renovar o
crescimento quando as condigdes favoraveis retornam (Littge,
1989).

As xerdfitas tolerantes aco déficit hidrico existem em
maior numero gue as xerdfitas que escapam, possuindo mecanismos
anatdmicos e fisiclégicos que permitem manter uma economia da
dgua utilizavel, recorrendo a uma variedade de recursos
dinamicos e estruturalmente coordenados como uma primeira linha
de defesa contra z seca (Goh & Kluge, 1989).

A pressio do meio ambiente, especialmente do estresse
hidrico, induz modificag¢des e adaptag¢bes morfoldgicas para
permitir o© crescimento e desenvolvimento das plantas. Uma
caracteristica marcante em orquideas xerdfitas é a presenca de
tecidos gue armazenam agua, sendo que a suculéncia pode ocorrer
na folha, no caule e também na ralz, para algumas especies. Na
folha, esté relacionada com um tecido homogéneo, a hipoderme,

também chamado de mesdéfilo armazenador de &gua, gue apresenta

células fotossinteticamente ativas, clorénquima e cuticula que
dificultam ou retardam a transpiracgao (Liittge, 1989). No caule,
o pseudobulbc € uma parte modificada do rizoma que armazena

principalmente agua e carboidratos, sendo comparado, em fungdo,

aos bulbos verdadeiros.



ASSIMILAGCAO DO €O, ATMOSFERICO
---------------------------- O metabolismo tipo CAM consiste na fixacio noturna de
CO» atmosférico por brgios fotossintéticos de plantas
superiores, numa reagdc catalisada pela enzima fosfoenol
piruvato carboxilase (PEP-case). 0 CO., fixado & acumulado no
vaciolc da célula na forma de 4acido malico; durante o dia
seguinte o acido médlico é novamente transportado ao citoplasma,
onde & descarboxilado, ocorrendo a incorporacio do CO. liberado
em carboidratos através do cicle Cs;, no interior do cleroplasto
(Kluge & Ting, 1978). Osmond (1978) reconhece guatre fases no
curso diario do intercambio de CO; e o metabolismo do &cido
malico em plantas tipo CAM, plenamente hidratadas. A fixacsao
noturna do CO; corresponde & Fase I, o inicio do periodo
luminoso a Fase II, a descarboxilacdo diurna, com os estdmatos
fechados, do &cido malico acumulado durante a noite abrange a

Fase III, e a fixagdo do CO, liberade da descarboxilacio,

através da enzima Ribulose-Bifosfato Carboxilase/Oxigenase I

fﬁUéiSéé); féﬁnando menos acido o tecidoe fotossintético,
ceonstitul a fase IV. O funcionamento deste sistema bicquimico
esta associado a um ritmo didrio de abertura noturna e
fechamento diurno dos estdématos e sua ocorréncia esti associada
com células fotossinteticamente ativas de 6rgdos com grau de

suculéncia variavel.



Os trabalhos realizados tém demonstrado que ©

metabolismo tipo CAM é mais ative em ambientes com grande

temperaturas noturnas moderadas favorecem o aclUmulo de acido
malico, enguanto gue altas temperaturas inibem; provavelmente
isto ocorre come consegiiéncia da competigdo por substrato entre
o ciclo de Krebs e a reagdo de fixagdo do CO;, catalisada pela
PEP~case (Medina, 1984; Winter et al., 1986). Provavelmente, ©
baixo nivel respiratério estaria associado a alta atividade do
metabolismo tipo CAM, na mesma célula.

De acorde com Medina et al. (1987}, para ser
considerada tipo CAM ativa, uma planta deve apresentar intensa
acidificacgdo noturna do tecido fotessintético, decorrente da
fixacaoc noturna do CO; esta acidificagdo representa ©
inc;emento noturno de &acido mélico ou da acidez titulavel do
suco vacuolar, expressc em eguivalentes de acidez por unidade

de massa fresca.

Um dos primeiros estudos scbre a incorporagdo do CO;

aéﬁﬁsférico pelas or@uideas..féi rééziéédo“ péiu.Nﬁérﬁﬁéf§k”m.”
(1863}, c@m um aparelho de medigdc da fotossintese, IRGA
(*infra-red gas analyser”), e revelou os seguintes pontos:
géneros de orquideas que apresentam folhas espessas ou
suculentas (Cattleya, Epidendrum, Laelia, Schomburgkia,
Encyclia e outros), absorvem o CO; atmosférico a nolte e esta

absorcdc €& acompanhada pelo actmulo de &cido malico na folha;



no pericdo luminoso subseqliente, a acidez da folha diminui. As

informagbes sugerem que estas orguideas utilizam o mecanismo de

absorcdo do CO; atmosférico conhecido come Metabolismo Acido
das Crassuléceas (CAM)}. Por outro lado, géneros de orguideas
com folhas mais finas comc Catasetum, Cymbidium, Paphiopedilum,
Thunia, etc, apresentam incorporacic de CO; durante ¢ dia, com
metabolismo tipo Cs.

Os estudos realizados nos ultimos vinte e cinco anos,
entre ©0s gquals Andc & Ogawa (1987) e Holthe et al. {19982,
mostraram que as afirmacdes de Nuernbergk (1963} mantém-se
corretas.

Dos tré&s tipos de metabolismos fotossintéticos
conhecidos em plantas, ou seja, © ciclo de Calvin {C3), a via
de Kortschak/Hatch & Slack ({C4) e o Metabolismo Acido das
Cra;suléceas (CAM), somente os metabolismos tipo C; e CAM estio
presentes em epifitas de regides tropicais e subtropicais.
Nestas regides s3do encontradas plantas tipo CAM praticamente em

todos os ambientes (Medina, 1987).

RELACOES HIDRICAS

As plantas wvasculares devem despender &gua para
prcduzir biomassa, sendo que a manutengiao do turgor é
necessdria para ¢ crescimento. A perda do turgor afeta a taxa

de crescimento da célula, a expans3o da folha e a abertura



estomatica (Hale & Orcutt, 1987). Quando o estdmato abre para o
infiuxoc de CO; , o vapor d'agua sai da planta numa taxa muito
alta. 8¢ a perda de agua por transpiragdo excede a absorgac, a
adgua nos tecidos condutores fica submetida a tensao.

Em relac&c as orguideas epifitas, ocorre a manutengao
de um balange hidrico favoravel, ou seja, aguele que
possibilita o crescimento e o florescimento num ambiente
sujeito as oscilagdes diarias de umidade e temperatura. Isto
indica gue estas plantas dispdem de mecanismos ecofisiolégices
que modulam constantemente a disponibilidade de 4gua e a
incorporagac de massa seca, dentro de certecs limites,
promovende um ajuste mais rapido frente as variagles
ambientais.

Dentre os muitos fatores abidticos que interferem na
sobéevivéncia das epifitas, a umidade ¢ provavelmente o
principal fator limitante a curtissimo prazo, sendo que a
tolerancia ao déficit hidrico torna-se decisiva para a

sobrevivéncia da planta. Cada vez gue a umidade se reduz, o que

algumas vezes requer somente uma ou duas ho#és, rapidamente.
diminui a disponibilidade de &agua para a planta; esta situacgdo
ocorre ao longe de todos os dias e exige medidas eflcazes para
evitar que a desidratagcdo seja um processo irreversivel
(Benzing, 19290).

Quando o déficit se desenvolve, uma competigdo por

dgua ocorre entre as diversas partes da planta, sendc que um



dos fatores gue contrclam a distribuicdo de &gua € o estadio de
crescimento e desenvolvimento. As regi®es meristemdticas e os
6rgacs em formacdo, principalmente, podem competir por agua
(Hale & Orcutt, 1987},

Aspectos da morfologia e do metabolismo revelam que o
déficit hidrico é uma poderosa forga seletiva que age sobre as
plantas epifitas. Uma das mudancgas fisiolégicas que ocorre & o
ajuste osmdtico, sendo que peguenas mudangas na turgidez podem
provocar alteragdes no metabolismo. Enguanto o déficit se
desenvolve, ha uma reducio gradual no potencial osmético, com
aumento da concentracgdc de solutos devido & perda de Agua.

Turner (1979} classifica dois tipos de tolerancia ao
déficit hidrico. No primeiro tipo, a tolerancia & devida a
manutengdo de altos niveis do potencial de agua do tecido,
proéurando reduzir a perda ou atuandoe na manutencio da absorgao
de agua. No segunde, a tolerancia é consegiiéncia da redugdo do
potencial de agua em fungdo do ajuste osmético ocorrido,

contribuindo para a alta turgidez do tecideo. Nas xeréfitas que

toleram a perda de grande guantidade de agua © protoplasma esta
submetido a potenciais muito baixos.

Uma importante adaptacidc em muitas plantas submetidas
ac déficit hidrice é o actmulo de certos compostos gquimicos
tais como sacarose, aminodcidos (prolina) e wvarios outros gue

abaixam o potencial osmético e, assim, o potencial de agua. Em



plantas do tipo CAM, o acido malico acumulado torna o potencial

da célula mais negativo, facilitando a absorgido de agua.

potencial de agua da ordem de décimos de Mpa {megapascal} € ©
contetde relativo de agua (CRA) diminui em torno de 8 a 10%, o©
déficit hidrico é consideradc suave. Sob déficit moderado, ©
potencial de &agua atinge a fairxa de -1,2 a =-1,5MPa e o
abaixamentc no CRA permanece entre 10 e 20%. Plantas sob
déficit severo tém o potencial de agua inferior a -1,3MPa e o©
CRA sofre uma reducdo superior a 20%. O CRA expressa a agua na
amostra original como uma porcentagem da é&gua no tecido
completamente hidratado sendo uma medida direta da gquantidade
de agua presente num tecido.

A razdo massa seca/massa fresca também é um indicador
da Equantidade de &agua no tecido, sendo gque ¢ acumulo € a
distribuicdo da massa seca em plantas variam nas diferentes
fases do crescimento e em diferentes niveis de hidratagdc. A

massa seca mostra o aclmulo de substancias, sendo basicamente

compesta por poliséacarideoé da. ?éréaé. céiﬁiai;..iiéﬁiﬁé..ém”
componentes protoplasmaticos, incluindo proteinas, lipideos,
aminoacidos, &cidos orginicos e minerais (Salisbury & Ross,
1991}.

As caracteristicas anatdmicas da folha, a via
fotossintética de incorporacdoc do COp atmeosférico e a taxa de

transpiracdo, auxiliam as plantas contra a perda excessiva de



&gua. Entre os trés fatores mais importantes gque ajudam a
planta a evitar a dessecac&c e maximizar o uso da capacidade
~fotossintética, estao:r o ajuste da condutincia estomitica, a
regulagdo osmética e a fixacgdo de CO; via B-carboxilacso, sende
¢ primeiro © mais efetive (Benzing, 1990;). Sob déficit hidrico,
o controle hidrostatico da abertura estomatica é superior aos
outros controles, sendo que, nas epifitas, o©s estématos sao
delicadcs sensores de umidade {Lange & Medina, 1979). A alta
temperatura e a baixa umidade relativa, que aumentam a
transpiragdc sem promover fotossintese adicional, induzem a
diminuigdo da conduténcia estomética e da taxa de transpiracédo.

Poucos estudos tém examinado o papel dos estématos
como ¢ de um sensor de umidade nas epifitas tipo C; ou CAM
(Begzing et al., 1982). Alguns trabalhos realizados com
orqﬁideas epifitas que possuem folhas suculentas, mostram que
elas perdem &gua lentamente quando submetidas ao déficit

hidrico. Sinclair (1983a e b, 1984) cbteve dados guantitativos

epifitas tipo CAM Eria velutina, Dendrobium tortile e D.
crumenatum sob déficit hidrico. Esse autor verificou gque mesmo
apds um periodo relativamente longo, em torno de 25 dias, o CRA
apresentou valor elevado. Em E. velutina, atingiu 65% apbs 25
dias de déficit, permanecendo em tornoc de 90% em folhas de D.
tortile e D. crumenatum, no mesmo periodo; paralelamente, foi

observado um declinioc no potencial de &gua na folha. Sinclair




(1983b) argumenta gue a seiva de orguideas epifitas tipo CAM é
mais diluida, © gue permite associar uma grande reducido no CRA
a uma peguena redugdc no potencial de agua. Nas trés orquideas
estudadas, a atividade estomatica fol ligeiramente alterada sob
déficit hidrico, ocorrendo a aberiura noturna dos estdmatos. As
espécies E. velutina e D. tortile mostraram guase O mesmo valor
de amplitude no ritmo CAM de acidez, em plantas hidratadas e em
plantas sob déficit hidrico, sendo gque as plantas de D.
crumenatum sob déficit hidrico apresentaram redug¢do acentuada
neste valor.

Os dados cobtidos por S8inclair (1%83a e b} né&o
refletem © comportamentc de todas as orquideas epifitas sob
déficit hidrico, uma vez gue outrcs trabalhos (Kenyon et al.,
1981; Fu & Hew, 1982; Luttge, 1987; Griffiths et al., 1989)
mos{:raram a reducdo ne valor da amplitude do ritmo CAM de
acidez, indicando um declinic da atividade CAM em outras
orquideas epifitas.

0O pseudobulbo pode ser importante para explicar a

reducdo mais lenta do contefido de &agua na folha e também do

potencial de &gua, gque ocorre em orguideas epifitas durante um
periodo de déficit hidrico (Ertelt, 1992; Zheng et al., 19392).
Provavelmente, a Aagua perdida por transpiragdo na folha pode
ser prontamente reposta pela &agua previamente armazenada no
pseudobulbo. Este mecanisme pode ser comparado com © rapido

transporte de &gua que ocorre entre tecidos, em outras plantas



suculentas (Schdfer & Llttge, 1987), porém, o possivel papel do
pseudobulbo como fonte de agua para as folhas ainda necessita

de-confirmacgé&o {(Zimmerman, 1990},
REQUERIMENTO DE LUZ E AVALIACAO DA FOTOSSINTESE

A partir da comparacdo de curvas de saturacdo de luz,
dentro da faixa do espectro solar fotossinteticamente ativo,
pode~-se concluir gue as orguideas epifitas apresentam
caracteristicas de plantas de sol, ou de plantas intermedidrias
entre sol e sombra (Littge, 1989). Porém, deve-se distinguir
entre © requerimento de luz para a fotossintese propriamente
dita e o reguerimento de luz para os processos relacionados a
via tipo CAM, entre outros a degradacéc de acidos organicos que
ocoil:re durante ¢ dia. Existem varios trabalhos mostrando gue a
formacio do aclido malico durante a noite e o seu
desaparecimento durante o dia seguinte, necessitam de alta

intensidade luminosa (Osmond, 1978; Barrow & Cockburn, 1982},

ou seja, a variaééo diurna no nivel do acido mdlico depende da
intensidade luminosa.

Estudos realizados por Goh et al. (1977} em trés
orquideas epifitas, com folhas suculentas e metabolismo tipo
CAM, mostraram gue somente nas plantas do género Cattleya
ocorreu diminuigd3o na concentracidoc dos &cidos organicos, sob

baixa intensidade luminosa, permitindo a abertura dos estdmatos



e a sintese de &cido malico na noite seguinte. Mesmo que &
maioria das epifitas tipo CAM seja encontrada em locais com
alta intensidade luminesa, também existem plantas tipo CAM em
ambientes sombreados (Winter et al., 1983).

Em geral, as epifitas CAM apresentam melhor
desempenho sob alta intensidade luminosa quando comparadas as
epifitas com metabolismo C; (Winter et al., 1983). Porém,
somente algumas espécies de orquideas resistem a longos
periodos de exposigac direta a luz solar, uma vez gue pode
ocorrer a fotoinibicso da fotossintese (Osmond, 1978; Winter et
al., 1983}.

Na préatica, a avaliacdoc do desempenho fotossintético
de plantas tipo CAM & feita através de medidas de
fluorescéncia, ja& que os aparelhos empregados utilizam medidas
de grocas de gases entre a folha, via estémato, e o ambiente.
parte do “guanta” de energia absorvido pela clorofila é emitide
como fluorescéncia na faixa de luz monocromé&tica do vermelho.

As caracteristicas espectrais da fluorescéncia podem ser usadas

para estudar o transporte fotossiﬁtéﬁico de éiétﬁbné.ﬁd esgﬁéﬁé
7z, € 08 processos fisiolégicos associados (Bjorkman & Demmig,
1987).

Quando uma folha ¢é iluminada numa intensidade
constante, ela emite fluorescéncia normalmente. Contudo, se a
foiha & mantida no escuro por varios minutos e entdo ¢

iluminada intensamente, a fluorescéncia rapidamente aumenta de



um nivel baixe (FO) para um nivel méximo (Fm) e em seguida

diminui gradualmente até um nivel préximo ao nivel original. A

cinética . deSta respOSta . finrim@iI‘O Observada por ...... Kautsj{y TR

{1931, citado por Hall & Rao, 1995} e é conhecida como efeito
Kautsky. No nivel zero, todos os centros de reacgdo da clorofila
a estdo abertos para aceitar fétons, ou seja, FO0 mede a
fluorescéncia dos centros de reagdo livres. Sendo a iluminacio
continua, todos os centros de reagdo vio se tornando reduzidos,
até gue ndc mais aceitem fétons, ou seja, os centros de reacao
estdo ocupadces; a fluorescéncia medida neste ponto € a Fm. A
queda subseqlente de fluorescéncia resulta da oxidacdo de
compostos no fotossistema II. A diferenga entre os niveis
maximo (Fm} e o© minimoe (FO) é o componente variavel da
fluorescéncia (Fv).

| Foi mostrade que o coeficiente de extingdo da
fluorescéncia, que indica a proporcio de fétons absorvidos pelo
fotossistema 1I, apresenta valor bem préxime da razido Fv/Fm

{Butler & Kitajima, 15878), tendo sido demonstrado

.experimentalmente qué esta relacgldoc & préi:}orcional a taxa de
fotossintese liquida de folhas intactas (Bjorkman & Demmig,
1987), medida como assimilac8o de C0, ou liberacio de 0,.

A razdo Fv/Fm €& afetada por fatores de estresse,
particularmente pela fotoinibigdo, a qual diminui a capacidade
fotossintetica da folha induzida pela exposic3co aos altos

fluxos de radiagdo fotossinteticamente ativa. A fotoinibicdo &



causada por uma transferéncia do excesso de “quanta” produzido

durante a reacido luminosa, para os centros de reagdo, ao invés

segquida pela fotoxidacdo e na maloria dos cases é reversivel
(Hall & Rac, 1995).

A fotoinibicdoc em plantas tem sido observada sob trés
condicdes: 1%) quando as plantas s3o expostas a um nivel de
irradisncia maior do gque aguele sob crescimento; 2*) guando as
plantas est&o submetidas temporariamente a um baixc nivel de
CC,; 3% guando as plantas sdao mantidas a temperaturas abaixo
de 10°C, mesmo sob nivel regular de irradidncia (Bjorkman &
Demmig, 1987). A extensfdo da fotoinibigdc pode prontamente ser
determinada pela medida do transporte fotossintético de
elétrons, pela troca de O ou através dos niveis de
f}huc;rescéncia (Winter & Gademann, 1991; Keiller et al., 1994).

0Os parametros de fluorescéncia FO, Fm, Fv, e a

relagdo Fv/Fm, s&c afetados por varios tipos de estresse,

principalmente aqueles relacionados a intensidade luminosa, &

temperatura e & disponibilidade hidrica (Park et a.l.,”1997} . E‘O
& afetado por gqualguer estresse ambiental gue provogque
alteracdes estruturais nos pigmentos do fotossistema 11; um
dano térmico ao fotossistema II causa aumento significativo no
FO, sendo que a fotoinibicic proporciona um  aumento
insignificante em F0. O Fv normalmente diminui por estresse

ambiental ({(calor, congelamento e fotoinibicdo), causandc danos



acs tilacdides. O Fm diminul apéds a exposicido das folhas a alta
temperatura, sem Iinjdria. O tratamento de calor mais severo
resulta no aumento de F0 e na diminuicgdo de Fm, acompanhados
pela iniblcdoc da atividade do fotossistemz I7I {(Schreiber et
al., 1986).

BEm geral, a razdc Fm/F0 depende do potencial de agua
na folha e apresenta um valor préximo de 1,0 quando a planta
esta sob deficit hidrico; apds a reidratacdo ou em condigdes
néo estressantes este valor aumenta para préximo de 3,0 (Butler

& Kitajima, 1975).
ESTRUTURA E METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM ORQUIDEAS

Sendc um dos maicres grupcs de compostos orglnicos,
08 éarboidratos estao diretamente envolvidos no crescimento e
no desenvolvimento das plantas, atuando na producdc de energia
para atividade celular, na estrutura e protegio, nas relacdes

hidricas, na sintese de proteinas e lipideos,n_entgg

atividades.

As trés maiores classes de carboidratos sdc os
monossacarideos, o©os oligossacarideos e os polissacarideos. Os
monossacarideos s&c acdcares simples, constituidos por uma
unidade de poli-hidroxl acetona ou aldeido (Conn & Stumpf,
1976). Os monossacarideos mais abundantes em plantas sdo:

frutose, glucose, manose, galactose, entre outros; sido soldveis
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en agua e em QuULros solventes polares, Todos oF
moncssacarideocs, como por exemplo a glucose, podem reduzir
agentes oxidantes e sdc¢ chamados de aclcares redutores. Esta
caracteristica € empregada na anadlise quantitativa destes
agucares.

Os oligossacaridecs s&o constituidos por cadeias
curtas de monossacarideos e unidos através de ligacdes
gilucosidicas caracteristicas {Lehninger et al., 1993). 0s mais
abundantes sdo 0s dissacarideocos, constituidos por duas unidades
de monossacaridecs. A sacarose & um dissacarideo composto por
uma unidade de D-glucose e D-—frutose, sendo o principal produto
da fixagd&oc fotossintética do C0,. E um aclicar nic redutor,
altamente soltvel em &agua, sendo a forma na qual os acucares
sdo translocados. A sacarose é ¢ substrato utilizado para a
obtencdc de energia, na sintese de material celular e en
compostos de armazenamento (Avigad & Dey, 1997). Em plantas, a
sintese e a hidrdlise da sacarcse ocorrem através de reacdes
enzimaticas, sendo que as enzimas envolvidas nestas reagdes
estdo sob controle genético e metabdlico, em diferentes niveis
(Quick & Schaffer, 1996). A visi3co classica da sacarose como
metabdlito para a sintese de matéria orgdnica na planta deve
ser complementada com © seu papel sinalizador para a expressio
génica, sendo gue este efeito estid associado com as enzimas

envolvidas diretamente no seu metabolismo. (Williams et al.,

1982).
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Cs polissacarideos presentes nas plantas 3acs

constituidos por ilongas cadeias de lonossacarideos, possuindcs

centenas o©ou milhares de unidades. Dentre os varios grupos,
destaca-se o dos polissacarideos de reserva, que além do amido

e dos polimeros de frutose, abrange ocutros polissacarideos que

sdo classificados como carboidratos de reserva (Lehninger er
al., 1993, Estes compostos 580  acumulados durante o
Crescimento e desenvolvimento, sendo armazenados POr um pericdeo
de tempo e, postericrmente, degradados em seus monossacarideos

constituintes, fornecendo matéria orginica pPdra um nove ciclo

de crescimento.
Muitas vezes & dificil 2 separacaoc entre os
polissacarideos estruturais e os de Teserva, 3a que ambos

possuem estruturas moleculares semelhantes. A maioria dos

polissacarideocs da barede celular é submetida a processos de

despolimerizacao e extensiva hidrélise, associados com o i
Crescimento do tecido e a produgdo de monossacarideos através |
deste processo {Dey, 1978; Reid, 1985; Matheson, 1880), os
quais retornam ao metabolismo celular.

A  maioria das informacées disponiveis sobre oS
polissacarideocs de reserva em orquideas esti relacionada a
estrutura quimica e ac papel de indicador guimiotaxondmico

(Lining, 1974; Slaytor, 1977; Arditti g Fisch, 1977). os

aspectos  biogquimicos investigados destes polimeros esté&o

relacionados aos Processos enzimiticos de bicssintese e de
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despolimerizagdo, sendo © grupo dos galactomananos, © mais
estudade (Meler & Reid, 19882).

Os polissacaridecs de reserva da parede celular podem
ser divididos basicamente em  mananos, ®xiloglucanos e
rabinogalactanos.

Cs manances sSa¢ compostos por polissacarideos gue
podem ser divididos em guatro sub-grupos, em fungidc da
estrutura e composigido molecular. a) 0SS mananos pures podem
constituir cadelias lineares de 100 a 2.000 residucs de
[B(l—4)~-D-manopirancsil], gue & a estrutura basica deste sub-
grupo. 0s manancs pures representam o principal tipo de reserva
em sementes de especies de Palmae, Umbelliferae e Rubiaceae
(Avigad & Dey, 1997). Os mananos presentes nestas sementes Si0
despolimerizados pela acdo de endo- e exo-f-mananases. A mancse
liberada é metabolizada, resultando em frutose e glucose, as
gquails sdc utilizadas na sintese de sacarose. b) o©s glucomanancs
s&o similares estruturalmente aos mananos, porém contém uma
proporgac variavel (6-50%) de PB-gluccsil, no lugar de alguns
radicais P-manosil ao longo da cadeia. Estes polimeros estdo
presentes Ccomo material de reserva em muitas monocotileddneas,
especialmente em Orgdos subterrineos de reserva nas familias
Liliaceae, Amarvyllidaceae e Iridaceae (Geldberg & Roland,
1971). Tém sido descritos alguns modelos de sintese e

despolimerizagdc em espécies das familias ILiliaceae e
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Orchidaceae (Nonogaki et al., 1995}, envolvendo a agdc de endo-
e exo-manosidases e fB-glucosidase. Os glucomananos estio
presentes em bulbos de 1lirio, estande relacionados com o
potencial de agua e no processo de brotacdo (Matsuo & Mizuno,
1974). e) O sub-grupc dos galactomananos € o maior e o mais
estudadoe entre os polissacarideos de reserva, estando presente
no endosperma de sementes de leguminosas, e nas familias

Annonaceae e Convolvulaceae (Meier & Reid, 1982). A hidrdlise
deste polimero & realizada pela acic de trés enzimas: o-
galactosidase, B-endo-mananase e B-manosidase (McCleary, 1980).
Acredita-se que além do papel de reserva, os galéctomananos
atuam na regulagZo do balance hidrico em sementes, durante a

germinac¢ido (Reld & Bewley, 1980). d) Os galactogiucomananos sio
cadeias com P-glucomananos com quantidade wvaridvel de radicais
a{l—»6) galactosil.

Os estudos dos carboidratcs na familia Orchidaceae
tém recebido pouca atencio, rincipalmente aqueles relacionados
ac metabolismo destes compostos na planta. A maioria dos
trabalhos esta voltada para a identificacdoc e caracterizacdo de
carboidratos em org&os de reserva subterranec de orguideas
terrestres européias, devido & importancia comercial destes
compostos como fontes de alimento (Daloul et al., 1963 citadoes
por Ernst & Rodriguez, 1984; Tomoda & Kimura, 1976). Um desses

carboidratos é conhecido Como “salep”, sendo formado
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basicamente por mucilagem e em  menocr guantidade por
oligossacarideos, monossacarideos e minerais (Ernst &
Rodrigues, 1984). A qualidade do “salep” depende do contetdo de
mucilagem, sendo rico em glucomananos e é fonte de manose.
Cutros trabalhcos revelaram sua composigdc em varias espécies,
sendo que FIranz (1973) mostrou gque o8 polissacarideos gue
compden a mucilagem contém grupos acetil, gque aumentam suas
propriedades hidrefilicas. Estudos sobre a composicdc & a
estrutura da muclilagem do ¢érgido de reserva subterrineo de
Bletilla striata revelaram gque também havia um glucomananc enm
sua composigdc (Tomoda et al., 1973).

A partir do desenvolvimente de técnicas analiticas
para ©s8 carboidratos, muitas informagdes foram obtidas scbre os
cligessacarideos cue formam a mucilagem. Petek et al. (1963
citédos por Ernst & Rodriguez, 1984}, obtiveram trés fracgdes de
oligeossacaridecs apresentando ligacio B~ (1—4) apds hidrdlise
dcida parcial, enquanto Juers et al. (1967) estabeleceram a
configuragéo e propriedades hidrodiné@micas do derivado
triacetil de um glucomanano da mucilagem do “salep”.

As caracteristicas guimicas dos glucomananos
presentes na mucilagem permitiram estudar sua variacdc, ao
iongo do ano, em rizomas de orguideas terrestres, sendo
possivel sugerir gue os glucomananos sdo compostos de reserva
no rizoma, sendo usados durante a sua formacdc e no

desenvolvimento de novos rizomas (Ernst & Rodriguez, 1984).
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Franz & Meler (1971) acompanharam a mobllizacdc de
agtcares em rizomas de Orchis morio, seguindo a degradacdc de
polissacarideos na mucilagem no rizoma mais velho e a formagéo
de compostos de reserva no rizoma mais nove. Os autores
determinaram que o©s niveis de frutose, gluccse e rafinose no
rizoma mais velho sdc similares dgueles no rizoma mais novo. O
aparecimento em rizomas mais velhos da mancse, manoblose,
manotriose e maltose livres, indicaria que estes aglicares siao
produtos da degradacio de glucomananos e amido,
respectivamente. Uma conversdo similar de  mananos emn
oligossacarideos fol observada nas sementes em germinagao
{Keusch, 19¢€8),

Quando fol injetada a ™C-sacarose no rizoma mais
velho, observou-se que esta apareceu parcialmente hidrolizada
em élucose e frutose, sendo gque pequena quantidade de rafinose
também foi formada. A C-sacarose foi rapidamente detectada no
rizoma mais novo, indicando um transporte direto a partir do
mais velho {(Franz & Meier, 1971;. Seguindo  incubacic
prolongada, a radioatividade foi detectada na mucilagem no
rizoma mais novo.

O estudo realizado por Franz (1979) mostrou que
durante a mobillizacdo e o metabolismo dos glucomanancs e amido,
presentes em rizomas de Orchis moric na fase vegetativa, a

mobilizagdc dos polissacarideos de reserva & mediada pelas

enzimas P-mananase, amilase, B-manosidase, B-glucosidase e a-




glucosidase. Destas enzimas,

ativa, coincidindo com a mebilizagdc dos gluc

acordo com Franz (1973), um sistema enzimdtice isol

do rizoma mails nove em C. morioc catalisa a formacag

partir de ‘*C-manose-GDP e sua incorporacgéo

insoliveis em Aalcali,

manoplrancsil] que ocorre no polissacarideo

sintetizado naturalmente.

As informacdes sobre ¢ metabolismo de cail

N

orquideas epifitas estdo relacionadas 3

noturna do CQO; atmosférico,

posterior sintese de aglcares durante o dia,

fotossintetizantes (Fahrenderf et al., 1987).

Estudos conduzidos 1inr vitro também

participacdc dos carboidratos mna germinagdo de

orquideas epifitas e na formagdo de calos,

&

com ¢ mesmo tipo de ligacgac

4 formacdc de éacido

B~mananase & a prifeira enzima

mananos. e
ado a partir
de manose a

em  nananos
{B(l—&)~D~

de reserva,

boldratos em

incorporagdc e fixacgao

malico e a
em células
mostraram &

senentes de

compondo grande

parte da massa seca acumulada (Harrison & Argditti, 1978;
Arditti & Ernst, 1984; Lee et al., 1987; Hew et ali, 1988}.
INVERTASES ACIDAS

Existem duas enzimas que catalisam @ quebra da
molécula de sacarose, fornecendoe intermedidrios (glucose e

frutose) para as rotas metabdliicas da célula e

energia para

sustentar ¢ crescimento. Uma delas é a invertase. &\ glucose e a
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frutose prodiazidas podem, temporariamente, acumular-se ou. S&o¢

fosforiladasf
frutoquinase;
glucose é oé
modificacdo &
a sintese de
glucosideos;
{Hawker, 1985

A
3.2.1.25, h
constituinteé
residuos B—fi
como rafinose
invertases, ¢
classe, com
localizada I{

outra classe

caracteristic

idrclisa

e se diferenciam pelo pH 6timo de catalise.

em hexoses-fosfato por hexoguinases cu

dependentes de ATP (Avigad & Dey, 1997). UDP-

4

substrato que pode ser usado diretamente ou apés
ser transportado para outra organela celular para
celulose, calcse, pectina, amido e muitos outros
também pode fornecer glucose~1-P para a respliragao

).

invertase, PB-D-frutofuranosideo frutohidrolase, EC

a sacarose 2T 3eus moncssacaridecs

e também pode remover, a uma taxa muito ienta, os

utosil de cadeias curtas de oligossacarideos, tais

e cestose (Hawker, 1985)., Existem duas classes de

Uma

naxima atividade enzimdtica em torno de pH 7,0 e

Y

citoplasma, € a invertase alcalina (INV-A). A

€ composta por isoformas da invertase acida com

as de glicoproteina, possuindo estrutura com trés

cadeias de oligossacarideos unidas por um Atomo de nitrogénio.

As isoformas
torno do pH
frutose. Apr

celulares,

apoplasto, on

da invertase &cida exibem maxima atividade em

9,0, sendo inibidas por altos niveis de glucose e

zsentam-se em, pelo menos, dois compartimentos

séndo que uma invertase Acida estd localizada no

de ha uma guantidade significativa da enzima junto




a parede celular & a outra,

Schaffer, 15%6).

Alreos nivels de invertase acida s&o cal

em diversos tecidos vegetais, como por exemplo n

crescimento, nas

Orgidcs em desenvolvimento,
tende a diminulr em &rgdos maduros. As isocoenzimas

estdo, potencialmente, em todos os compartimentos

contenham Sacarose Como metabdélitc

armazenamento (Avigad, 1582). Uma avaliacdo ¢

invertase Aacida em folhas (Huber, 1889), mostrou

estd localizada no vacyuolo

transitdrio

(Quick &

acteristicos

58 caules em

folhas de plantulas e em outios tipos de

pois a atividade da invertase acida

de invertase
relulares que
ou de

O papel da

gue a alta

atividade da isoforma vacuolar evitou o actmulo de sacarose no

vacuolo, sendo gue as

metabolicamente no citoplasma. Em contraste, out

hexoses produzidas foram reaproveltadas

ras espécies

apresentaram baixo nivel da invertase aclda e consgglentemente,

o acumulo de sacarose nas folhas fol significativo

0s estudos envelvendo atividades de inve

~tases acidas

em orquideas, in viveo, s8¢ muito poucos. De a¢ordo com os

ensaios desenvolvidos in vitro por Hew & Mah

fragmentos do meristema apical de Dendrobium,

presente no meio de cultura ndo foi utilizada

como fonte de carbono por tecidos diferenciadags,

relatado para tecidos indiferenciados (Hew et

(1989), com

a sacarose
mediatamente

como foi

al., 1988).

Sacarose fol primelramente hidrolisada em gluccose e frutose,

antes de ser utilizada em processos metabdlicd

s (Thorpe &




Meler, 1973;
tecidos cult
de cultivo;

com frutoss.
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Kanabus et al., 1986). A atividade fol maior nos
vades em melic com sacarcose e aumentou com © tempo
balxa atividade da invertase foi detectada em meio

Estes estudos mostraram qua a invertase também

estava presente na parede celular.

ORQUIDEAS EP:

Emk
tropicais e

apresentem c

classe espeqg

poedendo apre

metabolismo

adicédo, a 1]

FITAS DE MATAS TROPICAIS E SUBTROPICAIS

ora muitas orquideas epifitas de florestas

subtropicais exibam metabolismo tipo CAM e

iracteristicas xeromdrficas, estas constituem uma

ial de plantas que vivem sob déficit hidrico,

sentar comportamento diferenciado das plantas com

tipo CAM encontradas em outros ambientes. Em

teratura mostra gque a despeito do interesse de

cientistas, aqultivadores, entusiastas e colecionadores do mundo

inteiro,

em seus aspe

as ¢

rquideas epifitas brasileiras sdo pouco conhecidas

ctos metabdlicos e bioguimicos, existindo varios

fatores que interferem na realizagdo desses estudos (Sternberg,

1886; Medina

et al. 1986; Littge, 1989; Benzing, 1990).

A aorquidea escolhida como material vegetal nesta tese

foi originad:

géneros Catt

Atlantica Brasileira,

hidricos e

sob varios niveis de luminosidade.

de um cruzamento artificial entre espécies dos

eya e Laelia, representativos na flora da Mata

sendo cultivada sob diversos regimes

Entre outras




caracteristicas,
ocorre somente nas orquideas epifitas simpodiails
pode proporcionar algumas vantagens ecoldgicas.

0 género em torno

Cattieya possui

espécies, sendo a maloria amplamente cultivada.
ocorre nas trés Américas, em regides com clime

tropical.

Cattlevas unifoliadas e o das Cattlevas bifoliadas

estas orqulideas apresentam pseundopulbo,

Basicamente esta dividido em dcis grupos,

o qual
(FIGURA 3) e
de sessenta

Este génerc
tipicamente
o das

{(Withner,

1988). As espécies de Cattleya sdo plantas epifitas crigindrias

de diferentes hédbitats, numa area de distribuicdo fnuito grande.

O género Laelia €& constituido por mais

espécies, englobando plantas nativas do México

limitrofes na América Central. Na América do

de cinglienta
e de palises

Sul ocorre

exclusivamente no Brasil, nas regibes Sul e Sudeste, sendo as

espécies subdivididas em 4 secgdes: Cattleyoides,

Microlaelia e Hadrolaeliia {Miranda, 1989).

também & composto, na maioria, por orquideas epifi

Parvifliorae,

O ¢énero Laelia

ras.

Muitas orquideas brasileiras que sdo citltivadas por

possuirem flores
utilizadas em programas de cruzamentos artificiai

se em vias de extincide, de acordo com uma rel

periodicamente pelo Instituto Brasileiro do Me

IBAMA. Entre essas orguideas encontram-se Catt.

Lindl. e Laelia tenebrosa Rolfe, ambas com ¢

horticultural.

de elevado wvalor econdmico qu por

sgerem

imy

5, encontram-
agido emitida
io Ambiente,

eya forbesii

levade wvalor




C.
provincia, c¢
Paulg, Paran

distribuicéic

superiores a

Cresce sobre
ao mar, em £
Paulc e Rio

umidos, com g

de Janeiro,
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forbesii é uma orquidea epifita nativa da segunda
m distribuic&o nos estados do Rio de Janeiro, S3o
1 e Santa Catarina (Withner,

1988). Na &rea de

desta espécie é possivel a ocorréncia de periodos

23 e 45 dias sem precipitacgdo pluviométrica.
arvores, rochas ou arbustos sob &rvores proximas
orestas de planicie e encosta, nos estados de Sao
especialmente em ambientes guentes e

resenga da brisa marinha. Nos estados do Parand e

Santa Catarina a espécie cresce em regides de manguezal ou

restinga arb
elevada umi

praticamente

Hrea,

também proéximas ao mar, onde predominam

dade relativa e alto indice pluviométrico,

© ano tode (Braem, 1984). E uma orgquidea de porte

médio, apreséntando pseudobulbo sub-clavado com altura entre 30

e 40cm e dua
apice do pse
apresentando
flores
para a produ
Shangai Jade,
& utilizada
1984).

L.

{(Withner,

oy

5 folhas elipticas e coridceas articuladas com o

1dobulbo. Esta espécie exibe floracdo semestral,

flores exuberantes em ricemo com duas a cinco

1988).

Algumas cultivares naturais s&o usadas

;30 comercial, com destaque para (. forbesii cv.

e C. forbesii cv. Green Tea. Esta espécie também
como parental, na produgdc de hibridos (Braem,
tenebrosa é uma orqguidea epifita nativa da

primeira provincia, com distribuicio no Espirito Santo e sul da

Bahia.

Na &re

2 de distribuicdo desta espécie também é possivel




a ocorréncia de periodes supericres a 25 dias sem precipitagéc

pluviométrica, sendo gque pericdos superiores a

P

efetivamente raros. Esta espécie é nativa da flor

umida, porém seu habitat é de dificil descri

completamente descaracterizado e praticamente exti

19980). Ocorre sobre &rvores e em fendas de 12

(Pabst & Dungs, 1975; Rentoul, 1987; Withner,

apresenta grande porte, com pseudcobulbos clavados

de altura e uma folha lanceclada e coriicea, art:

1990

45 dias séo
2sta tropical
cac, estando
ﬁto (Withner,
jes rochosas
J. A planta
de até 50cm

cuiada com o©

apice do pseudobulbo. Apresenta floracdo no periodp de novembro

a janeiro, com flores grandes e vistosas, em racembps com trés a

cinco flores (Rentoul, 1987; Withner, 1990).

As cultivares

Rayon D’'Or’, Maria Fumaga e Fujita foram selecionadas por

melhoristas e sdo amplamente cultivadas.

Apesar do hibrido . forbesii X L. ta@ebrosa

ocorrer na natureza, em fungidc das areas de distr

nao

buigdo e das

épocas de florescimento serem distintas, é normgl na familia

Orchidaceae individucs F; aparecerem com relativa

fregliéncia e

apresentarem caracteristicas bastantes semelhantes em relacdo

aos parentais.

Os hibridos obtidos de cruzamentos entrg as especies

C. forbesii e L. tenebrosa sioc utilizados no plantﬁo comercial,

como o hibrido C. forbesii X L. tenebrosa,

que

apresenta

floragdo semestral. Estes hibridos sdo geralmenge cultivados

scb sombrite 50% e sob regime hidrico com duas reg

84S semanais.
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Orquidério,
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com  aproximadamente
pertencentes a Secdo de

Bt e gue pode ser utilizado na realizacdo deste

estude, possibilitou identificar e quantificar os carboidratos

de reserva
metabolismo 1
do crescims
fotossintetic
de enzimas
comparacao,

armazenados

provecados pe

desta

2y

in

orquidea epifita e inferir scbre o seu

a folha e no pseudobulbo. As informagdes obtidas

nto, dasg trocas gasosas, da eficiéncia

do metaboelismo dos carboidratos, da atividade

cutras, foram utilizadas como parametros de

para caracterizar o metabolismo dos carboidratos

no  pseudobulbo Como indicador dos efeitos

los niveis de luminosidade ou periodos de déficit

hidrico imposros experimentalmente as orguideas epifitas.




OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi de ir

vestigar as

respostas fisioldgicas e metabdlicas des&a orgquidea

epifita brasileira, quandc submetida a diferentes graus

de intensidade luminocsa e a varios periodo&%de déficit

hidrico.




MATERIAL E METODOS

MATERTIAL VEGETAL

Todos 08 ensaios foram conduzidos cc

ﬁ< plantas do

hibrido (F;) de Cattleya forbesii Lindl. X Laelia tenebrosa

Rolfe (Orchidaceae). Este hibrido simpodial foi produzido a

partir de polinizacdo artificial e semeadura as

simbidtica in

vitro (Knudson, 1946). As plantas apresentam gbrte médic e

pseudobulbo do tipo clavado com 15-25cm de comprimento; as

folhas sdo corlaceas, oblongas, com 10~-25cm de

existinde uma ou duas folhas articuladas com

comprimento,

o aplce do

pseudobulbe. As plantas produzem o primeiro psemﬁobulbo entre

agosto e setembro com florescimento em outubro-
segundo pseudobulbo de novembro a dezembro, com

em fevereiro ou marco. A inflorescéncia é do

wovembro, € ©
florescimento

‘tipo réacemo,

produzindo de trés a cinco flores de grande valor ornamental e

semelhanca parental com L. tenebrosa {(FIGURA 1, pg. 2).

Aproximadamente cem espécimes deste

obtidos da Segdo de Orquidadrio, do Instituto de B

aibrido foram

ta&nica (IBRL),




3P e transfex

Ly

idos para uma casa de vegetacdo do Departamento de

Fisiclogia Vegetal (DFV) do Instituto de Biologia ({IB) da
Universidade  Estadual de Campinas, UNICAMP, em Campinas, SP,
(LAT. 22°53/ (8) e LONG. 47°05' (W)).

FASE EXPERIMENTAL

A fase experimental estd descrita separadamente, uma

=

=)

ver qu ok
intensidades
ensaiocs com

Este

procedimento

ensaios envolvendo plantas sob diferentes

luminosas foram conduzidos independentemente dos
lantas submetidas a periodos de déficit hidrico.

procurcu evitar possiveis interacdes e

efeitos sinéxgicos dos fatores ambientais com o metabolismo de

carboidratos

desta orguidea, simultaneamente. 0Os estudos foram

conduzidos désta maneira para permitir a avalliagdo do efeito

isclado da luz e da agua sobre o comportamento em cultivo desta

orguidea epifita,

analisadas

metabdlicos.

nos

sendo gque as plantas foram avaliadas e

seus constituintes fisicos, bicguimicos e




EXPERIMENTOS COM PLANTAS SOB DIFERENTES INTENSIDADES LUMINOSAS

As plantas utilizadas apresentavam entre

)

sete e oito

pseudobulbos, correspondendo a quatro anos de idade e estavam

sendo cultivadas em vascs de barro,

substrato. Foli mantide uma planta por vaso,

monitoramento permitiam identificar cada unidade

(folha mais ¢ pseudobulbo)

pseudcbulbo mais novo (broto!. Desta forma,

imediatamente anterior ao broto em formacido f

pseudcbulbo 1 (PS1)

do PS1 foi chamada de folha 1 {FLl),

0 pseudobulbo & a folha mals velhos (FIGURA 4).

Uma estrutura metalica em forma de latada,

scbre a bancada de cimento no intericr da casa

permitiu gue as plantas permanecessem suspensas,

fios de arame.

C monitoramento da radiacgdo

tende xaxin

Cy

e a respectiva folha articulad

e assim suces

solar

picado como
jo cultive e

do simpdédio

e a sua posicdc en relacido ao

& pseudobulbo
i denominado
a com O apice

sivamente até

montada

de vegetacgdo,

presas por

incildente,

realizado com o auxilio de um radidmetro, mostrou gque do total

da radiag¢do fotossinteticamente ativa
incidindo dentro dessa casa de vegetacéo,

teto em vidro.

Em média, a irrigagdo das plantas foi
alternados nos meses mais quentes

dois ou trés dias nos meses mais frios {de abril

(RFA},

com ag

(de agosto a maico),

%

90 estava

paredes e ©

feita em dias
e a cada

a Jjulho), uma




FIGURA 4.
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giand & Arnon (1950) logo apds a rega. Come as
encontravam  suspensas, O excesso  de solucdo
drenado.

nte o experlmento, &a temperatura e umnidade
monitoradas nas vinte e quatro heras do dia, com
m termohigrografo.

a realizagdo dos experimentos gque estudaram o
desta orgquidea gquandoe cultivada sob diferentes
luminosas, o lote original de cem plantas fol
ois grupocs lguals de cinglienta plantas os gquais
o5 lado a lado em bancadas, sendo gue um  dos

uma cobertura em sombrite 753%, permanecendo sob

agdo fotossinteticamente ativa (RFA) e o outro

epeu cobertura, sendo as plantas cultivadas sob

14 menclonado anteriormente, estes nivels de
utilizados foram escolhidos na pretencio de
Ges extremas no metabolismo dos carboidratos de

lha e no pseudobulbo.




CRESCIMENTO DE PLANTAS SOB 90% E 22,5% DA RFA

Para avaliar o efeito da

crescimentoe das folhas FL1, FL2, FL3 e FL4

variagao de volume dos respectives pseudobulbos

e P84}, cinco plantas ac acaso foram identifi

(FISURA 4),

intensidade luminosa no

e na

PS1, PS2, PS3

~adas em cada

grupc (90 e 22,5% da RFA), 14 que o0s resulta@és da anélise

estatistica mostraram gue cinco plantas represer
confidvel de repetices.

cultivadas a pelc menos um ano sob estas

luminosas. Este experimento teve a duracdo de

As plantas selecionadasg

tam um niémero
vinham sendo

intensidades

E173 dias, ao

longo dos quais nove baterias de medicgbes foram realizadas.

Para a determinacdo do volume (mm®)

em cada amostragem, foram medidos os didmetros

sua por¢ao superior, mediana e inferior, com ©

paguimeirc, e a altura do pseudobulbo.

Eﬁtas

dos pseudobulbos

‘ortogonais na
auxilio de um

medigdes

permitiram estabelecer ¢ volume do pseudobulbo correlacionando-

o com o volume de uma composigdo de figuras ¢eométricas. A

figura geométrica escolhida foi o tronco de cone,

sendo que ©

volume do pseudobulboc é a soma de dois troncos de cone

justapostos pela base. O volume para o tronco d@ cone €& dado

pela férmula:




V=mxn, h/12 .
onde,

h= altura

D= diametro i
d=

Par
vinte folhas
integrador de

obtendo-se a:

medidas de ceomprimento e largura,

foi determins
folha. Atravé
area real e
insgreve a f
Assim, durant

comprimento d

A

clha,

k9

(D* + D.d + g%

nferior

didmetro superior

a determinacidc da A&rea (cm?) de cada folha,

colhidas ao acaso foram analisadas num aparelho

drea (LI-COR, LI-3000, Lambda Instrum. Corp.),

sim, a area real de cada folha. A partir das

obtidas nas mesmas folhas,
da a &area da figura geométrica que inscreve a
s da regressao linear obtida com as medidas de
as medidas

da éarea da figura geométrica que

fol obtide o fator de correcdo (0.798).

)

as amostragens foram registradas as medidas de

2 lamina follar, a partir do ponto de articulacdo

com o pseudobulibo, e da largura maxima da folha. Dessa forma, a

Area

comprimento e

foliar de cada planta

real de

cada folha é o produtc destas medidas de

largura multiplicado pelo fator 0.798, e a area

“

€ a somatéria da 4area real de todas as

folhas dessa planta.

C d

>lineamento experimental foi constituido por dois

tratamentos, nove amostragens com cinco repeticdes, e a anadlise

estatistica u

“ilizou © teste F e o teste de Tukey, a 5%. Uma

planta em cada vaso foi considerada uma repeticdo.




METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E DO ACIDO MALICO, WA FOLHA E NO

PSEUSOBULBCO, AO LONGO DO DIA

Doze plantas da orguidea em estudo, icultivadas a
aproximadamente um ano scb 90% da RFA, foram sel%cionada$ para
a execugdo deste experimento. Destas plantas foraﬁ excisados os
pseudobulbos mais velhos bem come as respectivas folhas,
permanecendo um broto na fase inicizl de cresg¢imento, e os

pseudobulbos PS1, PS2 e PS3 com as respectivas Fﬁl, FL2 e FL3.

Visando proporcionar intensa fixacdo do CO, e intensa formacéo
do acido malice, essas plantas foram n@ntidas,éiniciaimente,
por quinze horas no escuro; em seguida, retorﬁarani para as
condicdes de fotoperiodo natural, sob 90% da fREA, e foram
manéidas nestas condi¢des por 8 horas {das 9:00 &s 17:00nh}. As
amostras da FL2Z e do P82 foram retiradas em quatrp amostragens,
as 0, 2, 5 e B8h de exposi¢do ao fotoperiodo natural, sendo
utilizadas trés plantas em cada amostragem. As a@ostras da FLZ
e P32 de duas plantas foram retiradas com um fura@or de rolhas,
picadas, imediatamente congeladas em nitrogénioéliquido e em
seguida liofilizadas, sendo posteriormente uéilizadas nas
determinagdes guali~-qguantitativas de carboidrato&ée dos niveis
de 4&cido malico. As amostras da terceira ‘planta foram
congeladas em nitrogénio liquide e imediatamente encaminhadas

ac laboratério do DFV, onde foram processadas e tgstadas gquanto




d atividade e

na FLE'e no P

specifica da enzima invertase acida

y

o
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(EC 3.2.1.25),
2.

ACUCARES SOLUVEIS NAO ESTRUTURAIS E ACIDOS ORGANTCOS: EXTRACAO

Parg a andlise quali-quantitativa de carboidratos e

para a dete

utilizadas as
aliquota com

etanol 80% e

sob agitacdo
procedimento
coletado para
O p
analise dos c¢sa
As ]

concentradas

completados

clorcfdrmio na proporcido de 2:1

agitacdo pelo
pelos

organicos, foi

rminacdo

com agua destilada.

aglucares

dos nivelis de 4cido malico, foram

amostras 1liofilizadas da FL2 e do PS2. Uma

500mg de cada amostra foi diluida em 15ml de

mantida em banho-maria a 75°C por trinta minutos,

Em seguida foi centrifugada a 2.500g. Este

foi repetido trés vezes e o sobrenadante foi

a analise de acucares.
recipitado foi armazenado a -18°C para posterior

rboidratos sollveis em agua.

ragdes contendo os sobrenadantes combinados foram
em evaporador rotatdério e tiveram seus volumes

BEm seguida foi adicionado

{v/v), deixando a mistura sob

periodo de uma noite. A fase aquosa, composta

solivels ndo estruturais e pelos 4cidos

coletada com o auxilio de um funil de separacédo,

sendo desprezada a ocutra fase.

Em

sucessivamente

seguida estes extratos aquosos foram eluidos

em colunas (1lml) de troca idénica, constituidas




pela resina catibnica “Dowex” 50 (H")

“Dowex” 1 (acetato), visando a separaCio e ¢

fragdo com o0s aclcares soliveis ndc estruturais
08 acidos organicos.

Apds extracdo, concentracdo e parcial p

extratos aguosos obtidos das. amostras de FLZ e PS2,

amostragens, foram eluidos nas colunas de “Dowex”

e pela resina anidnica

eiconizacdoc da
da fracdo com
urificacidc, os
em todas as

50. 0 eluente

coletado junto com trés volumes de agua de lavagem da coluna,

continha as fragdes de ac¢iicares soluvels nao es

acideos organicos.

Em sequida, foram eluidos em colunas
eluente desta c¢oluna, coletado com trés vol
destilada, continha a fragido purificada de acu

ndo estruturais. A eluigde dos acidos orgénic

coluna fcil feita com trés wvolumes da solucido de

16N.

A fragdo purificada com os aclicares
estruturais fol congelada e liofilizada, tor
concentrada. Esta fracdo purificada foi 4
determinacgdes guantitativas dos agicares
estruturais e nas determinag¢des qualitativas

oligossacarideos.

A fracgdo contendo os &cidos organicos f

em evaporador rotatdrioc (40-45°C}, colocando-se

bares solivels

ruturais e de

“Dowex”™ 1. O

imes de  &gua

>s  retidos na
acido férmico
soldveis néo
nando-se mais
tilizada nas
nao

solGvels

dos mono e
0l concentrada

NaQH no baldo
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coletor, até volume entre 10-20ml. Em seguida, o pH das
amostras fol corrigido para pH 4,5 - 5,0, com NaOH.

Neste ponto, as amostras com os &cidos orgénicos
estavam purificadas e prontas para a analise quali-
quantitativa.

ACUCARES SOLUVEIS NAO ESTRUTURAIS: ANALISE QUANTITATIVA DOS

ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS, DA SACAROSE E DOS ACUCARES REDUTORES

As
amostras, for

et al., 1956)

solugdo=~padras

eXpressos com

de sacarocse p

O teor de sacarose das amostras

seguindo~se o
do extrato da

de KOH 30%;

maria a 100°C

adicionados

banho-maria

analisadas em

3,0ml de

P

<

dosagens de acglcares soluveis totais (AST) nas

am feitas com o reagente fenol-sulfurico {(Dubois

. Todas as analises foram feitas em triplicata, a
utilizada foi de sacarose e os resultades foram

D a media dos valores obtidos, em equivalente-mg

Y grama de massa seca.

fel  determinado

metodo proposto por Van Handel (1968). Em 0,1mi

amostra foram adicionades 0,1ml da solugdo aquosa

pm seguida, essa mistura fol aquecida em banho-

por dez minutos. Apds seu resfriamento, foram

antrona, sendo novamente aquecida em

40°C por quinze minutos. As amostras foram

espectrofotdmetro optico, com leitura em 620nm.




Todas as andlises foram feitas em triplicatsa,
como padrdo.

A quantidade de ac¢lcares redutores
foi determinada de acordo com Somogyi (1952).

foram feitas em triplicata, a soclugdo-padrio uti

glucose.
AGUCARES SOLUVEIS NAO ESTRUTURAIS: ANALISE
(cromatografia descendente em papel)

Para esta andalise fcram utilizadas

contendo os agtcares solGveis ndoc estruturais. E

dois cromatogramas em papel Whatman n® 1 e aliqu

50pug de equivalentes de sacarose foram aplicadas.

utilizados o©s seguintes padrdes de

glucose, manose, rafinose, sacarose e xilose.

(AR}

aglcares:

tendo a sacarose

nas amostras

Todais as analises

lizada foi de

QUALITATIVA

as fracdes

oram montados
otas contendo
Também foram

galactose,

Bn 100ml do

sistema de solvente de corrida utilizado continham 60ml de

acetato de etila,

15ml de &cido acético, 15ml

10ml de agua A corrida

{(Jarvis & Duncan, 1974).

e piridina e

foi realizada

em cuba de vidro, com duracido aproximada de quarenta horas, em

temperatura ambiente. Apds serem retirados

cromatogramas permaneceram enm secagem,
capela.

de Trevelvan et al.

por ugia noite,

Os cromatogramas foram revelados de acorde

la cuba, ok
em

com o método

(1950), a partir de banho em solucado




cetdnica de nitrato de prata

acetona)
etandiica de

etanol). Na |

hidréxide de sodio
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{2mg de AgNO; saturado em 200ml de

seguido de secagem em capela e banho em solucdo

(5ml de NaCH 10N em 10Cml de

Gltima etapa, banho em solucdo aquosa de

tiossulfato de sédioc 5% e lavagem dos cromatogramas com Aagua,

seguidos de periodo de Secagem em local seco e escuro.

ACUCARES

SOLUVEILS

NAO ESTRUTURAIS: ANALISE QUALITATIVA

{cromatografia liquida de alto desempenho, HPLC)

As
aglcares sola

cromatografia
com 10ug.ml™
filtragido, at

v

de 0,22um,

atraves de

{4X250mm), en

acoplado a ¢

Utilizou-se

aglicares solliveis nio estruturais.

analisados p

:fragées

‘Acrodisc”.

un equipamento

concentradas e purificadas contendo os

reis ndo estruturais também foram analisadas por

liquida de alto desempenho. Aliquotas deionizadas
de aglcares sclUveis totais foram submetidas a

ravés de filtros especificos para HPLC com malha

Aliquotas de 25ul foram analisadas

ama  coluna de troca idnica  “CarboPac” PA-1

um  sistema de cromatografia por gradiente,

etecgdo de pulsos amperométricos (HPAEC/PAD).

“"Dionex” DX~-500 para analise dos

Os monossacarideos foram

>r  eluigdo  isocratica em NaOH 23mM e os

oligossacarideos através de eluicio isocritica em NaOH 150mM,

ampos com flu¥o de 0,8ml/minuto. Os potenciais aplicados ao PAD




para El1 (480ms), E2 (120ms) e E3 (60ms), foram r

iguais a 0,1, 0,6 e ~0,6V, sendo a faixa de s¢

deteccdo baseada em 1.000nA.

aspectivamente

letividade da

ACIDOS ORGANICOS: ANALISE QUALITATIVA (cromatogrifia em camada

delgada, TLC)

Foi realizada uma andlise preliminar em TLC, da
fragdo purificada dos acidos organicos soluaveis em A&gua,
visando a identificacdo destas substidncias nas amostras.

Assim sendo, duas placas de silica gel

vidro, foram previamente aquecidas a 105°C por t

para ativacdo da silica. Em seguida, aliguotas co

2mg . de massa seca da FLZ e PS2 foram aplicadas.

aplicadas amcstras com 20ug de cada um dos seg

organicos (padrdes): Aacido malico,

citrico. 0O sistema de

sclventes de corrida

composto por 140ml de éter etilico, 20ml de &cido

160ml de agua. Apds agitacgso, a agua foi retirada

de wmn funil de separacao. A corrida

desenvolvimento duplo e a temperatura

Adcido citrico

aconteceu

ambietite,

{, aplicada em
~inta minutos,
rrespondendo a
Também foram
uintes Aacidos
e acido iso=-
ptilizado era
;férmico 88% e
com o auxilio
com

Apbs as

corridas as cromatoplacas permaneceram por alguns minutos &

temperatura ambiente e, em seguida, foram aguecidas a 80°C por

vinte minutos para a evaporacdo total do Acic

o férmico. O
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método de revelagdo das cromatoplacas seguiu ¢ proposto por

Knauft & Arditti (1969), através de nebulizagdo de uma solucic

com azul de b

2

C e

95

Através da visuvalizacdo das manchas

do Rf para c
pessivel iden

FLZ e P82 des

romofenol 0,3% e vermelho de metila 0,1% em etanol

(cor e forma) e

ada padrdo utilizado (Ting & Dugger, 1965) foi

ificar o principal &cido orgadnico das amostras de

‘e experimento.

ACIDOS ORGANICOS: ANALISE QUALITATIVA (cromatografia liquida de

alto desempenho, HPLC)

As
acidos organi

com  5ul  des

Millipcre de

composto por

ODS2  (Sum,

(UV-VIS)

“Chromatopac”

acide malico

perfil semelhante de leitura,

minutos.

registrada

4%

SPD

Através

no

;fragées concentradas e purificadas contendo os

cos também foram analisadas por HPLC. Aliguotas

-2 fracdo, previamente filtradas em membrana

0,22uym, foram analisadas num sistema Shimadzu,

ma bomba LC-10AS, uma coluna com fase reversa C18

250mm), acopladas a um detector em ultravioleta

~10A, em 210nm e a um integrador C-R6A

(Lee & Foy, 1986). Aliquotas de 5ul do padrdo de
15mM também foram analisadas em HPLC, mostrando
com pico duplo em 4,47 e 5,0

da massa seca, volume injetado e Area

“"Chromatopac”  das amostras e da Area,




concentragdce e peso melecular do &cido malice
quantidades de Aacido malico encontradas nas

expressas em umol/gMS.

Os dades dos tecores de &cidos orgdnicos

(PM= 134,09),

as

amostras foram

nos extratos

de FLZ e PSZ, obtidos para os diferentes pontos de amostragem,

foram submetidos aoc calculo do erro padrio da méd:

CARBOIDRATOS SOLUVEIS EM AGUA: EXTRACRO

No precipitado mantido a =-18°C estava

carboidrates soluvels em agua, que também foi ar

trabalho.

Antes da extracéo foram realiz

ados

a.

a fracgdo dos

alisada neste

testes

preliminares com © material biocldégico em estudo gara indicar o

nimero e o tempo de extracgdo adequados. Os testes

trés era o numero adequado de extracdes, sendo

tempo de extragdo para PS2 e de meia hora para FLZ.

Para a analise gquali-quantitativa dos

soliveis em agua, o©s precipitados. mantidos a

licfilizados e deles retiradas aliquotas de 100mg

mostraram gue

ie uma hora o

carboidratos
-18°C foram

das amostras,

que foram diluidas em Iml de &gua deionizada ¢ mantidas em

banho-maria a 60°C por uma hora para o PS2 e por feia-hora para

a FL2, sob agitacéo. Em  seguida, as ampstras foram
centrifugadas a 10.000g por dez minutos e .separados os
sobrenadantes (SP;). 0Os precipitados foram solubilizados em 1iml




de &gua,
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novimente macerados e mantidos em banho-maria sob as

mesmas condi¢bes. A aliguota foi centrifugada a 10.000g e o

sobrenadante |

precipitado £

maria nas mesmas

sobrenadante

A

(SPz) fol adicionade aoc primeiro. Novamente o

bi ressuspendido em Iml de &gua, mantido em banho-

condigbes e centrifugado a 10.000g. Este

{SP3) fol adicionado zos sobrenadantes combinados.

:sta  fragdc foram adicionados trés volumes de

etancl PA, sendo a mistura mantida a -18°C por uma noite. Apds

e@sse periode
minutos sendo

G

sendo mantidc

quantitativas

par@ir desta

CARBOIDRATOS

Par

soltveis totals nas amostras,

método fenol-

foram feitas

<

as amostras foram centrifugadas a 10.000g por dez

descartados os sobrenadantes.

recipitado fol solubilizado em &gqua deionizada,

a 80°C por uma hora. As determinac8es guali-

dos carbeoidratos soliveis em &agua foram obtidas a

‘ragdo scolubilizada em agua.

HOLOVEIS EM AGUA: ANALISE QUANTITATIVA

P

& a determinagdoc da guantidade de agucares

as dosagens foram feitas pelo
gulfirico (Dubois et al., 19%6). Todas as analises

ém triplicata, a solucio-padrdo utilizada foi a de

Sacarose e op resultados foram expressos como a média dos

valores obtid

massa seca.

°s, em eguivalente-mg de sacarose por grama de




Os dados dos teores de aclUcares

obtidos para os diferentes pontos de amos

.

submetides ao cédlculo do erro padrdo da média.

CARBOIDRATOS SOLOVEIS EM AGUA:

soltvels

totais,

ragem, foram

BEIDROLISE ACIDA E ANALISE

QUALITATIVA DOS MONOSSACARIDEOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE

ALTO DESEMPENHO, HPLC

A fragdo solubilizada em agua foi liof

que desta foram pesadas, em tubo cdnico, 5mg pa

acida. Em seguida foram adicionados 0,1lml de

incubados a 30°C por quarenta e cinco minutos,
ocasional. Apds a incubacdc foram adicicnados 1

dilgindo a solucdo de H;S0; para 4%. O tubo cénico

M

4

lizada, sendo
a a hidrélise

%

H-350y T2 e
com agitacéo
Tml de Aagua,

com a amostra

foi levado a autoclave a 120°C por uma hora. A seljuir a amostra

foi neutralizada e foram adicionados 3ml de

amostra centrifugada a 10.000g por 15 minutos. @

foi coletado e eluido em resina anidnica “Dowex”
volumes de &agua.

A andlise dos monossacarideos em H

procedimento adotado para a andlise dos agtcares

estruturais, Ui

com  excegdo da utilizagdo de
“Dionex” DX~500 para os monossacarideos e a seg

por eluigdc isocratica das amostras em NaOH 23mM.

gua, sendc a
sobrenadante
1, com guatro

LC seguiu o
sollveis ndo
1 equipamento

aracao destes




INVERTASE ACI

Na:
atividade esy

vitro, foram

desenvolvimen¥

Forg
gual wvisando
ensaio determ

maior ativida

e pH=4,5 para

ecifica da invertase &cida para FL2 e ps2,

le especifica,
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DA: CONDIGOES EXPERIMENTAIS

fase anteriocr zcs ensaios da

de determinacio
in

analisadas as condigdes experimentais para o

0 da atividade da enzima.

m realizados quatro ensaios consecutivos, cada

estabelecer um par@metro experimental. O primeiro

inou a faixa de pH em que a enzima aprasentou

ou selja, pH=3,5 para o pseudcbulbo

a folha (FIGURA 5a). O segundo ensaic relacionou

a atividade da enzima com a quantidade de proteina presente no

@xt;ato. Os
atividade con

(FIGURA 5B) ..

concentracdes

'dados

experimentais indicaram bons niveis de

50ug de proteinas soluveis totais no extrato

No terceiro ensaio foram analisadas varias

de sacarose (substrato) para a incubacio da

enzima. Considerando-se os niveis de atividade da invertase na

folha e no pséudobulbo, fol mantida a concentracgdo de 60mM para

todos os ensaios (FIGURA 5C). O ensaio gue determinou a

temperatura adequada para incubacido da invertase acida mostrou

que a enzima

{FIGURA 5D).

apresenta pilco de atividade ao redor de 35-37°C
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S
agquelias inch
modificactes,
reallzadas a

¥
pa

previamente

sfriados. Amostras de tecido picado
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bA: EXTRACAC E ATIVIDADE ESPECIFICA IN VITRO

a determinac¢do in vitro, da atividade especifica

2

a0

cida, as condigdes de extracdo e incubac foram

cadas por Oliveirs (1985) Cem algumas

¥

a4 extragdo todas as operacdes foram

1°C, estando o0s eguipamentos e solucdes utilizados

de FLZ ou P82

com 1,0y foram previamente congeladas em nitrogénio liquidc e

T

omegenalzada

£y

Y

rotdssio (KP)

20%  (p/p) O

permanecell =4l

ocasional, seh

sobrenadante

para a dosagam de proteinas solivels

Bradford (197

Pars

empregados

tampdo de inc

volume do extr

O er

504y de proteinas

em almcfariz com 5,0ml do tampdo fosfato-

S0mM pH=7,5, contendo 2mM de B-mercaptoetancl e

polivinilpolipirrolidona ({PVPP). © homogenato

repousc por guinze minutos, com  agltagio

do em seguilda centrifugado 2z 12.000g por trinta

A atividade da invertase &cida foi avaliada no

esta frac¢ao, sendo também retirada uma aligquota

totails, de acordo com

.

a determinagdo da atividade enzimiatica Fforam

do extrato, sendo o volume do

vacdo {citrato-fosfato), trés verzes maior que ¢

ato contendo 50ug de proteinas,

salc de atividade da enzima consistiu em incubar

50ng de proteinas do extrato em trés volumes de tampdo citrato-




fosfato 50mM (pH=3,5 para ¢ P52 e pH=4,5 para a Il

2) e sacarose

60mM {concentracgdo final)}, em banho-maria a 37°C, por uma hora.

A reacdo enzimédtica foi interrompida pela adigdo do reagente de

Somogyi (1952). A aliguota coletada imediatame

incubacdc serviu come branco em espectrofotdme

1te antes da

cro oOptice a

560nm e a leitura obtida com a segunda aliguota ¢orrespondia a

gquantidade de ac¢lhcares redutores formados durante
expressa em equivalente-mg de glucose, de acordd

(1952} .

a incubacéo,

com Somogyi

A atividade especifica da invertase¢ acida foil

expressa pela razdo entre a quantidade de aglcares redutores

formados e a guantidade de proteinas soliveis tot

aliguota, em uma hora.

als, na mesma
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DESEMPENHO FQTOSSINTETICO E TROCAS GASOSAS EM PLANTAS SOB 90% E

22,5% DA RFA

Est

obter informacdes

scbre o© bal
fluorescéncia
RFA, ao longé

Ned

ango hidrico na planta,

e experimento foli realizado com o objetivo de

sobre a incorporacdo do CO, atmosférico e
de

através de medidas

e de trocas gasosas, em plantas sob 90 e 22,5% da
de 24 horas.
te experimento foram utilizadas seis plantas,

sendo que quatro estavam sob 22,5% da RFA e duas, sob 90% da

RFA. Testes
significativs
repeticdes.

estas intens

pse&dobulbos
folhas artic
escolhidas pa

For

amostragens,

horarios:

i

preliminares mostraram que nao ocorreu variacgdo

quando fol utilizade um maior namero de

cdas as plantas j& estavam sendo cultivadas sob

dades luminosas ha pelo menos um anoc. 0s cinco

mais novos foram mantidos com  as respectivas

uladas no 4pice, sendo as folhas FL1 e FL3

ra as medicdes,

am realizadas sete Dbaterias de medicdes ou

ac longo de uma noite e um dia, nos seguintes




MEDIGOES TEMPO DE PERMANEINCIA NO ESCURO
OU NA LUZ (horas)
1% amostragem 1h escuro
2% amostragem 6h escuro
3% amostragem 0Oh luz {(14h escuro)
4% amostragem 1h luz
5% amostragem 2h luz
6% amostragem 5h luz
7% amostragem 8h luz
As medidas de fluorescéncia foram obiidas com um
analisador da eficiéncia fotossintética de plantas

ol

(fluordmetro), marca Hansatech, modeloc PEA, e ¢

trocas gasosas foram realizadas com um porémetro

dindmico marca LI-COR Inc., modelc LI-1600. As

s medidas de

de eguilibrio

mmedidas foram

ndo destrutivas, sendo primeiro realizadas as medicdes com ©

fluordmetro e em seguida com o pordmetro, nas mesmas folhas. As

medigdes com o pordmetro foram realizadas

amostragens e as medigdes com o fluordmetro foram
4%, 5%, 6% e 7° amostragens.
Na 5%

amostragem, imediatamente apds

duas plantas que estavam sob 22,5% da RFA foran

m  todas as

realizadas na

as medigdes,

- transferidas

para as condicdes de 290% da RFA. A partir dai,néstas plantas
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foram monitoradas nesta intensidade lumincsa até o final do

experimento.
POROMETRO DE.

O 1
parte da plsa
(cubeta},
termistor e

relativa

as temperaturas da folha,

mudangas ness
fluxo do ar

relativa na

qué possui sensores de temperatura,

(UR%}.

EQUILIBRRIO DINAMICO, LI-1600

uncionamento do porémetro é descrito a seguir. Uma
nta ¢& presa na abertura scobre a camara interna
um termopatr, um
um  sensor HUMICAP Vaisala para medir a umidade
Un microprocessador internc mede continuamente
do ar e a umidade relativa. As
es parametros sido usadas para computar a taxa de
Seco necessaria para manter constante a umidade
cubeta,

O usuario é que estabelece a umidade

relativa de equilibrio.

Comj

da umidade re

base no monitoramento continuo das temperaturas,

lativa e do fluxo de ar seco, o aparelho fornece o

valor da resisténcia estomatal ao fluxo de difusio do vapor de

-1

agua, resisténcia difusiva (Rs) em cm.s e da taxa de
transpiracdo,, em ug.cm’.s™', além da umidade relativa, em $%,
temperatura ga folha (°C) e a radiacio fotossinteticamente
ativa (RFA), em pmol.m™2.s™t,

Um . exame anatdmico realizado em microscdpio de
projecac (Carl Zeiss Jena) a partir de moldes negativos,




obtidos com esmalte incolor e modificado a part

Randall (1984}, mostrou que as folhas deste

hipostomaticas.

ir de Hilu &

hibrido s&o

A contagem do nimero de estématos em vinte

campos a0 acasc mostrou valores de densidade estomatica de 78,3

+

9,5 estématos/mm* na regido apical, 80,6 * 7,7

+

na regidc mediana e 71,3 10,4 estématos/mm* na

das £folhas. De acordo com ¢ teste F, estas média

estatisticamente entre si.

estdmatos/mm?

:reqiéo basal

iy

3 nidc diferem

ANALISADOR DA EFICIENCIA FOTOSSINTETICA DE PLANTAS
(fluordmetro)

C modelo wutilizado ¢é portatil e adequado aos
procedimentos que reguerem amostragens periddicas e
repetitivas. As medidas de indug&c & fluorescérncia sao nao-
destrutivas e n&c invasivas, sendo realizadas em folhas

intactas, previamente adaptadas ao escuro.
0O sistema é composto por: 1)

branco para a folha, com &rea foliar de exposica

para manter a Aarea de exposicdo aberta ou fethada;

existe no grampo um anel de exposigdo, apropriado

a unidade do sensor; 2) sensor, o qual é acog

grampo de modo que a luz natural seja excluida,

com a mdo sobre o grampo, durante a medicéo. O ser

grampo:

de plastico
> e obturador
também
para conectar
lado sobre o
sendo mantido

s50r possuil um




conjunto &ptj
e detecta o
feita por unm

intensidade

atingindo

microsegundog.

mudangas na
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CO gque proporciona uma intensa iluminagdo da folha

conseqliente sinal de fluorescéncia. A iluminacdo é

conjunto de seis diodos que emitem luz de alta

LEDs), na faixa de 580 a 700nm com pico em 650nm,

plena intensidade (3.000umol.m?.s7%) em
Um circuito oéptico monitora e corrige as
intensidade de saida dos LEDs, causadas por

alteractes de temperatura. O detector é um fotodiodo PIN de

alto

desempenho

assoclado a um circuito amplificador:; 3)

unidade de cantrole com um microprocessador de comando de todas

as funcgdes,

sensor duran

€ uma medicdo € digitalizado por um conversor

sende que © sinal de fluorescéncia recebido pelo

analdgico-digital. Os principais parametros de fluorescéncia Fy

(fluorescénci

dos centros

fluorescéncia

5 dos centros de reacfo livres), Fn (fluorescéncia

de reacdo ocupados) Fy {componente variidvel da

€ & razdo F,/Fy, sdo automaticamente calculados e

mostrados num visor (primeira pagina), junto com o tempo em que

Fn OCOrreu

cinética de

(Ta) -

A segunda pidgina mostra a &rea sob a curva da

"luorescéncia da clorofila @ entre Fp e Fy e ©

tempo gasto para a medicio.

A T

:lagdo permite inferir sobre a eficiéncia quantica

do fotossistema IT.

0]

selecdo do

t

empe necessario para adaptacdo ao escuro e a

nivel de luz saturante sdo determinados

experimentalmente, sendo varidvel entre as espécies. A curva de




adaptacdo ao escuro obtida neste experimento &

PIGURA 6. Os dados mostram gque guinze minutos

adaptacdo ao escurc com maior razdo Fy/Fp, sendo o

mostrada na

S

=

¢ tempc de

tempe adotado

neste experimento. Corresponde ao tempo minimo suficiente para

© relaxamento da cadeia transportadora de elétrons

da fotossintese.

Analise estatistica

no esguema Z

No delineamento experimental foram considerados trés

tratamentos, duas repetic¢des com sete amostra

folhas,

das médias pelo teste de Tukey a 5%. Para estas

sendc submetidos a analise de variancia e

lens  em  duas
a comparagao

andlises foi

utilizade o ™Msoftware” VAR~-PC para MS-DOS (Laﬁaslav Sodek,

comunicagdo pessoal). 0Os valores de Fo, Fy, Fu, di razdo Fy/Fn,

drea e 038 dados de resisténcia difusiva e transpizacdo, obtidos

para os diferentes pontos de amostragem, foram

calculo do erro padrac da média.

submetidos ao

ENSAIOS COM PLANTAS SUBMETIDAS A PERfODOS DE DEFICIT HIDRICO

Um lote com vinte plantas do hibride C.

tenebrosa foli utilizado neste experimento. As plar

forbesii X L.

tas estiveram

submetidas a 22,5% da RFA por aproximadamente umt ano e foram

irrigadas em dias alternados até o inicio do ex

oerimento. Os
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pseudobulbos

mantidos o bz

respectivas £

folhas 1 & 3

P53)

foram esc
0 =&
dias, com amos

amostradas as

e

nihas

sperimento teve a
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folhas mais wvelhos foram eliminados, sendo

cte e ©s8 cinco pseudobulbos mais novos com as

articuladas com 4dpice do pseudcbulbo. As

(FL1 & FL3) e os respectivos pseudobulbos (P81 e

clhides para as determinacdes e colatas,

duracdc de quarenta e ¢inco

tragens acs 0, 25 Com zero dias foram

plantas controle, sendo gque algumas plantas

irrigadas foram mantidas durante o experimento e amostradas com

as plantas est

foi

plantas i

resgadas aos 25 e acs 45 dias, O material de duas

somado e  considerado  uma  repeticéo, sendo

utilizadas dugs repeticgdes por amostragem em plantas controle

ou estressadas.

Na zZmostragem apds J,

Limedicdes com
Zjanalise qual

de carboidrato

25 & 45 dias, foram realizadas

sequintes determinacdes:

fluordmetro [PEA) nas FLL e FL3;

i-quantitativa de carboidratos soldveis em agua e

s solavels ndo estruturais, na FLL e FL3, e PS1 e
PE3;
Jideterminacdac da atividade especifica da invertase acida, na
FLI e FL3, @ PS5l e P33;

djdeterminacdo do conteldo relativo de agua [(CRA), do potencial

osmotico e dd
folhas (FL1 e

relagdo massa seca/massa  fresca (MS/MF), en

"L3) e pseudobulbos (PS8l e PS3).




ANALISES E DETERMINACOES

MEDICOES COM FLUOROMETRO OBTENCAO DOS

FLUORESCENCIA

O aparelho fei utilizado segundo o pr

descrito para ensaios anteriores. 0Os grampcs, co

na posig¢ao fechado, foram colocados na regidoc med:
FL3 e o tempo de adaptagdo ao escuro, neste exper:

fol de quinze minutos. Apds este periodo,

posigdo aberta, a &rea de exposicdc recebeu um

pico em 650nm, sendo empregade ¢ nivel de luz

intensidade maxima (3.000umol.m .57y,

Além dagueles pardmetros autocmaticamen

pelo fluordmetro, Fg, Fu, Fv € Fy/Fn, também foi ¢

razdo Fn/Fys, que ¢é importante nos

déficit hidrico.
0s dadoes

obtidos diferente

para o©s
amostragem foram submetidos ac cadlculo do erro pac
Os dados referentes a razdo Fn/Fy, foram submetidos

varidncia, através do teste F.

EARAMETROS

com o

estudos com

DE

ocedimento ja
1 © obturador
ana das FL1l e

mento, também

obturador na
s>ulso de luz,

saturante em

re fornecidos
stabelecida a
plantas sob

5 pontes de
r3o da média.

a andlise de

ANALISE QUALI-QUANTITATIVA DOS CARBOIDRATOS SOLUVEIS




CARBOIDRATOS

ESTRUTURAIS)

As
e PS3), em
processadas
centrifugacéo

Ali
colorimétrica
et al.,

sacarose {(Van

Da

sacarose, b5ug

Iml de &gus

monossacaride

amestras de folhas

orno de 0,5g de massa seca ligfilizada,

1950

7h

DA FRAGAO ETANOLICA (ACOCARES SOLUVEIS NAO

(FL1 e FL3) e pseudobulbos (PS1

foram

para extragcido com etanol 80%, banho-maria e

como anteriormente descrito.

qjuotas foram wutilizadas para a determinacaoc

dos niveis dos acgflicares soliveis totais (Dubois

» dos agucares redutores (Somcgyi, 1952) e de

Handel, 1968).

nesma fragdo, aliquotas com 10ug de equivalente-

de cada repetigdo, foram somadas e diluidas para

delonizada, sendo analisadas em HPLC para

8, oligossacarideos e sacarose. Os parémetros da

andlise por HPLC foram os mesmos descritos anteriormente.




CARBOIDRATOS DA FRAGCAO AQUOSA

No precipitade, obtido a partir

separa¢dc da fragdo etandlica, foram realizadas e

da

extragac e

xtragcbes para

a determinagao dos carboidratos  soldveis Bl agua. 0
procedimento utilizadc para extracdo e analise guantitativa
destes carboidratecs j& fol descrito neste trabalhg.

Os dados obtidos para os diferentes pontoes de

amostragem nas analises gquantitativas dos acglicares

soliveis ndo

estruturais e dos carboidratos soliveis em aqua, foram
submetidos ao calculo do erro padrdc da média.
INVERTASE ACIDA: EXTRACACO E ATIVIDADE IN VITRO

As condig¢bes de extragdo e incubacdoc para a

determinacgdo da atividade in vitro desta enzima f
aquelas ja& utilizadas neste trabalho, segundc Ol
com algumas modificaces.

Os dados obtidos para os
amostragem da atividade especifica da invertase

submetidos ao céalculo do erro padrio da média.

r)

RELAGAO MASSA SECA/MASSA FRESCA (MS/MF), CONTEOUD

AGUA (CRA) E POTENCIAL OSMOTICO

diferentes

yram idénticas
veira (1985),
de

pontos

adcida, foram

2 RELATIVO DE




RELACAO:

Ay

Seca (MS) e

MASSA SECA / MASSA FRESCA

76

(MS/MF)

elacdo MS/MF é dada pelo quociente entre a massa

a massa fresca (MF) de cada amostra, sends uma

medida adimersional. Para determinar a massa fresca {MF'}) nas

folhas, foranm coletados dez discos de cada folha {(FL1 e FL3) e

emn cada
pseudobulbos
dez secdes ¢

pesadas, por

repeticio,

sendo imediatamente pesados. Nos

(PS1 E PS3), a massa fresca foi obtida a partir de
pletadas ao longo do pseudobulbo e imediatamente

repetigao. A massa fresca das amostras foi

expressa em my.

Em

seguida, as amostras de folhas e pseudobulbos

foram colocadas em estufa de secagem com ventilagdo forgada de

ar, a 80°C, sendo mantidas nestas condicdes até atingirem peso

constante; es

e peso é caracterizado como a massa seca (MS) das

amostras. A massa seca das amostras fol expressa em mg.

Para os diferentes pontos de amostragem,

035 dados

obtidos da relacdo MS/MF foram submetidos ao célculo do erro

padrac da méd

Ld.




CONTEUDO RELATIVO DE AGUA (CRA)

Esta relagdoc fol obtida para folha e

¥

wpseudobulbo a

E
0
partir das determinagdes de massa fresca (MF), massa seca (MS)

e de massa tlrgida (MT) das amostras.

Para a obtencdo da massa turgida (MT),

imediatamente

apbs a determinagdo da massa fresca os discos dé folhas e as

segdes do pseudobulbe foram colocados em recipie

agua destilada; estes conjuntos foram mantidos

ntes contendo

em dessecador,

sob vacuo, sendo os discos de folhas e as sec®es do pseudobulbo

periodicamente pesados. A massa targida foli alcang
amostras ndo mals absorveram &agua, atingindo peso

0 conteldo relativo de agua (CRA} é dad

CRA
POTENCIAL OSMOTICO

Para & determinagdo do potencial

osmémetro “advanced wide-range” TechCal mode

amostras de folhas e de pseudobulbos foram picadas
em nitrogénio ligquido. Em seguida foram colocada

plasticas C ex

sendo comprimidas pelo émbolo.
produzide por este processo fol coletado num pe
ensaic, sendo necessarios 250pl, pelc menos, para

aparelho.

ada quando as
constante.

pela relacédo

(MF - MS).(MT - MS)™.100 , sendo expresso en porcentagem.

osmbdtico, em

Lo 3WII, as

e congeladas

iy

5 em seringas

.rato vegetal
jueno tubc de

leitura neste
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O gsmémetro utilizado opera por crioscopia ou método
do ponto de éongelamento, sendo utilizadas medidas do ponto de
congelamento para o calculo do potencial osmdético da amostra. 0
efeito do potencial osmético sobre o ponto de congelamento se
mantém mesmo para solucdes nao ideais.

As nmedig¢des foram realizadas logo apds as extracgdes,

sob temperatura ambiente. Os dados obtidos foram EXPressos em

mOsm/ kg de agua.




RESULTADOS

CRESCIMENTO DE PLANTAS SOB 90% E 22,5% DA RFA

As medidas de &rea foliar, em cm®, apre

plantas do hibrido C. forbesii X L. tenebrosa,

90% e 22,5% da RFA ac longoe de 173 dias de aj

sentadas pelas

~ultivadas sob

nostragem, Ssao

mostradas na FIGURA 7. A FIGURA 7C mostra a areﬁ foliar média

de plantas cultivadas sob 90% da RFA apresentanllo area foliar

inferior a das plantas cultivadas sob 22,5% da RFA, durante a

maior parte do experimento, com excegdo na amostragem realizada

apds 80 dias. C stbito incrementoc de &rea foliar

as duas condig8es de luminosidade ocorreu devide

observado sob

a2 formacio e

crescimento do pseudobulbc mais novo (PS1) e a respectiva folha

(FL1). Nas plantas sob 90%, a abertura completa

na amostragem reallzada apds B0 dias (FIGURA 7A)

nag plantas sob 22,5% a abertura completa da FLi

103 dias (FIGURA 7B). As FIGURAS 72 e 7B mostram que as folhas

mais novas, FLL e FL2, apresentaram A&rea fol
maicr, sendo que a FL3 exibiu a menor &rea fo)

folhas avaliadas.

1ia FLI ocorreu
, enguanto Jque

ocorreu apds

ar individual

iar, entre as
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FIGURA 7. Medidas da é&rea foliar em plantas c.
forbaesii X L. tenebrosa, cultivadas em casa Jge vegetagio,
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B mostram a variacido na area de cada folha, [sendo que a
FIGURA A corresponde as plantas cultivadas pob 3%0% e a
FIGURA B, as plantas cultivadas sob 22,5% da BFA. A FIGURA
¢ corresponde & area follar total da plantyg., (Barras =
.7,
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wlantas culbi

dados mostra

condicdes de

longe das amostragens,

sob 90% da RFE

=

longo das amod

FIGURA 8B mos
enguanto o
axperimentao.

As
tiveram seus
anterior a fo
e P3

experimento.

variacdo de v

sob 22,5% da :

"IGURAS BA & 8B mostram a variacgao

rmagdo do PEl;

4

do volume {(mm’)

os P51, PS8Z, PS3 e P84, ao longe de 173 dias, em

adas sob 20% e 22,95% da RFA, respectivamente. 08

am que todos os pseudchulbos, sob as mesmas

irradidncia, apresentaram alteracio de volume ao

cultivadas

ot

simultaneamente. Nas planta

=

L (FIGURA 8A), o PS3 apresentou o menor volume ao
tragens, sendo gque o PS1 exibiu o malor volume. A

Lra gue o P33 e PS4 apresentaram o mencr volume,

ms2 exibiu o malor volume durante todo O
"IGURAS BA e 8B mostram que o FPS2, PS2 e PS4

olumes reduzidos até a amostragem imediatamente

apts este periodo os volumes dos

foram gradativamente aumentando até o final do

cb 90% de RFA (FIGURA 8A), o PS1 ndo apresentou

lume, ao contrario do exibido pelo PS1 de plantas

adiacdc (FIGURA 8B) .
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~ultivadas
wgo de 173

dias. A FIGURA A corresponde & wvariacgdo no volume dos

pseudobulbos de plantas sob 20% e a FIGURA B cor
variacdo em plantas sob 22,5% da RFA. (Barras = E

regponde a
P.)




83

METABOLISMO DE CARBOIDRATOS E DO ACIDO MALICO, NA FOLHA E NO

PSEUDOBULBO,

REFA

A F

ma

o
o

4 seca)

?

do dia. O &ci

cromatografia

cromatografia’

dcido malico &

ocorrendo redi

AO LONGO DO DIA,

gricontrados na folha e no pseudodobulbo,

EM PLANTAS MANTIDAS SOB 90% DA

GURA 9 exibe os niveis de &dcido malico (umol/qg de

ac longo

lo malico fol determinado inicialmente através de
em cawmada delgada e posterilormente através de
liquide de alto desempenho. O maior nivel de

a folha fol observade as 8:00h, ainda no eECULD,

¢do continua e linear até as 16:00h, isto &, com
2 horas de UZ. O nivel de é&cideo mélico encontrado no
pseudobulbo @amtevewse praticamente constante ao longo do

perliodo de am

stragem. 0Os dados mostram que os niveis de acido

malico encontiados na folha sic superiores aos verificados no

pseudobulbo, eh qualguer hora do dia.

As

agucares

respectivament

(FIGURA 10A)

agucares sol

gradativamente

de AR no pse

atingindo o

soliivels

A0S nNivels ini

FIGURAS 10A ¢ 10B apresentam os teores dos
nao estruturals na folha e no pseudobulbo,

2. 0 nivel de agtcares redutores (AR} na folha
nao variou ao longo do periodo e 08 teores de
wels totails (BST) e sacarose aumentaram
até cincoo horas de luz, retornando em seguida

clais. A FIGURA 10B nmostra que os niveis de AST e

idobulbo aumentaram nas primeiras horas do dia,
ivel maximo com duas horas de luz, s=sendo gque
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pseudobulbo do hibrido C. forbesii X L. tenebro
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horas luz correspondem as 8:00, 10:00,

respectivamente. (Barras = E.P.)
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no pseudobulbo;

agucares redutores & sacaro

ao longo de

tenebrosa. (A)

glucomananos na folha e

8h de luz na
aclicares

s5e na folha e

(D) no




retornaram ao

mesmo  nao

=

oo
constante, sm)

As

niveis de ¢

variacdes no

de carboidrat

)

b=
Lok

entuada apds
As

1
i

o

£

P

igo

nag estrutura

12
L

em papel, utl

manose & frut

o

RN

a5 amostrage

orred

FIGURAS 10C e 10D representan a

cinco horas
levacdo

flento

“IGURAS 11

L5

86

niveis iniciais até o final do periodo de luz; o

com o Teor de  sacaro se manteve

tn

e, que

balxa concentragdo, ao longo do periodo.

variacido nog

roboldratos  soldveis em Agua, concomitante as
teor de actcares soluvels nio estruturais. O teor

s da fracdo aguosa no pseudobulbo apresentou uma

de luz, ocorrendo, em seguida, uma

apds oito heoras de luz. A mesma FIGURA

nos niveis destes carboildratos apds dua

651

na folha, ocorrendo, a partir dai, uma reducdoc

oilto horas de exposicio & luz.

e 12 exibem a anadlise dos mono e

sacarideos que compunham a fracido dos acUcares soluvels

na felha e no pseudebulbo, respectivamente.

sta andlise foi realizada através de cromatografia descendente

lizando rafinose, sacarose, galactose, glucose,

se como padrdes. A FIGURA 11 mostra que em todas

realizadas verificou-se a presenca de sacarose e

de oligossacarideos ndo identificados nos extratos (indicados

por setas), 3

detectadas as
he

apds  clnco

constantes e o

endo que apds duas horas de luz também Fforam

malores quantidades de frutose e glucose. Mesmo

ras de luz o8 niveis de frutose mantiveram-se

as amostragens realizadas & zero e as olito horas

de luz foram detectados apenas tracos de glucose e frutose,




Galacuosa .

Giloose

Frutosea
FIGURA 1l1. Cromatograma escendente em papel (A) 2
cromatograma em HPLC (B) da fragdc de acglcares solivels ndo
estruturals, em folhas do  hibride C. forbesii X L.
tenebrosa a0 longo do dia, com as plantas mantidas sob 20%
da RFA. 0, 2, 5 & 8 horas de luz correspondem as 8:0C,
raspectivamente, A3 setas

10:00, 13:00 & 16:00h,
correspondem aos aglicarss ndo identificados.
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No pseudobulbo, a FIGURA 12 mostra tragos de
oligossacarideos ndo identificados e a presenca de sacarose e
manose em todas as amostragens realizadas, sendo que as manchas
com manose mostraram-se mails intensas do que as manchas com
sacarcse. Paralelamente, ao longo do pericdo de iluminacdo, fol
observado © aparecimento transitdério {entre 2 e 5h} de frutose
livre, o gque indica que houve hidrélise de sacarcse nesse
pericdo (FIGURAS 10, 12A e TABEIA 1).

A TABELA 1 mostra as relagBes cobtidas a partir de
anélises quali-guantitativas de carboidratos, realizadas en
HPLC. As TABELAS 1A e 1B referem-se & fracdoc composta pelos
agucares soluvels nédo estruturals e a TABELA 1C esta
relacionada aos carboidratos soluveis em Agua. A TABELA 1A
mostra a relacdo Manose:Glucose:Frutose (Man:Glc:Fru! em folha
e ;seudobulbo. Para a folha, esta relacio apresentou maior
guantidade relativa de frutose, em seguida gluccse,
apresentando-se a manose em menor Proporcdc; a variacdo nido foi

uniforme ao longo das amostragens. No pseudobulbo esta relacédo

também .néo“ apresentou wvariag&o regular, sendo que a maior
gquantidade relativa é de manose, seguida pela de frutose e em
menor proporgdo, glucose.

A TABELA 1B exibe a relacdo Sacarose:Monossacarideos
ac longo das amostragens realizadas as 0, 2, 5 e 8 horas de luz
natural, sendo gue os monossacarideos correspondem a somatdria

das fragdes de glucose, manose e frutose. Na folha a maior
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TABELA 1. Analise quali-quantitativa em HPLC dos
agucares soluveis ndo estruturais (A e B} e dos
carboidratos soliveis em &agua (C), através da relacao
Man:Gle:Fru (A), da relagdo Sacarose:Monossacarideos
{B) e da relacdoc Man:Gle (C), na folha e no pseudobulbo
do hibrido C. forbesii X L. tenebrosa ao longo do dia,
com as plantas mantidas sob 90% da RFA. 0, 2, 5 e 8
horas de luz, correspondem as 8:00, 10:00, 13:00 e
16:00h, respectivamente.

. {A)
HOR .
HORAS Man: Glc : Fru
LUz )
MNATURAL FOLHA PSEUDOBULEBO

0 1+ 4,1:147,6 9,21 2,7

] i:2,6: B,6 6,4 141 1,4

s f: 4B :18,0 43:1:2,0

-] i:2,8 :43,3 12,86 : 1 1 3,5

{8}

HORAS . 4
HO Sacarose : Monossacarideos
WUZ
NATURAL FOLHA PSEUDOBULBO

0 2,9 1 0,54 : 1

2 3,8 : 1 0,15 : 1

5 4,8 @ | 0,67 : 1

8 3,7 : 0,52 : 1

(C}

HORAS
PAAOnR NS Y. [< Y S .1 T S ——— s
LuZ
NATURAL FOLHA PSEUDOBULRY

o $,9: 1 2,6 : 1

2 1,8 1 2,8 ;1

5 1,6 : 4 2,5 : 1

8 1,8 ¢ 1 2,% : 1




proporcdc Toi sempre de sacarose, apresentando valores entre
2,2 a 4,8 de sacarose para um de monossacarideos. A proporcio
de sacarose no pseudobulboc é mencr em relacio aos
monossacaridecs, atingindc valores como 0,15:1 apdés duas horas
de luz, sendo qgue © malor valor para sacarose, nesta relacao,
foi de 0,67:1, obtido apds 5 horas de luz.

A TABELA 1C apresenta a composicdc e proporcido dos
moncssacarideos que compdem os carboidratos da fracdo scolavel
em éagua, apds sofrerem digestidoc &acida. Estes carboidratos sio
compestos principalmente por manose e glucose, sendo gue as
proporgbes pouco se alteraram entre as amostragens realizadas.
Na folha a relacdc Man:Glc ficou entre 1,8 a 1,9:1; no
pseudcbulbo esta relagidc também apresentou ligeira wvariacao,
mantendo-se entre 2,5 e 2,8 de manose para 1 de glucose.

A FIGURA 13 mostra a atividade especifica de
invertases acidas na folha e no pseudocbulbo, ao longo do dia.
Nesta figura, €& possivel verificar que a atividade da enzima é

superior no pseudobulbo, porém nos dois tecidos o pico de

atividadew'5¢ofteﬁ”'apéé”'dgas hofaém'ﬁa"iﬁg;”'ééﬁ”mﬁﬁé' régugéo'
drastica na atividade entre duas e cinco horas, estabilizando-
se entre cinco e oito horas de luz. Estas cbservacdes coincidem
com aquelas das FIGURAS 11 e 12 mostrando que as proporgdes de
glucose e frutose livres tém um pico em 2h de iuz,

Uma vez estabelecidc que o pico da atividade

especifica da invertase 4cida na folha e no pseudobulbo ocorre
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FIGURA 13. Atividade especifica da invertase A4acida, Iin

vitro, na folha e no pseudcbulbo do hibrido C. forbesii X
o

I.. tenebrosa ac longo do dia, com as plantas (n=3) mantidas
ob 90% da RFA. 0, 2, 5 e & horas de luz, correspondem as

S
8:00, 19:00, 13:00 e 16:00h, respectivamente. (Barras =
E.P
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FIGURA 14. Medidas de resisténcla difusiva (A e C} =
transpiracdo (B e D), obtidas nas folhas 1 (Ae B & 3 (Ce
D), em plantas de C. forbesii X L. tenebrosa mantidas sob
90%, 22,5% e em plantas mantidas em 22,5% e transferidas
para 90% apds 2 horas de luz., As medigles foram iniciadas
no periodo escuro (0, 6 e 14 horas de escuro) e mantidas no
subseguente periocdo luminoso (i, 2, 35 e 8 horas de luz).

{Barras = E.P.}
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FIGUHA 15. Medidas de fluorescéncia cbtidas nas folhas 1
(A} e 3 (B} do hibrido C. forbesii X L. tenebrosa ao longo
do dia, com plantas mantidas sob 90% e Z2Z,5% da RXA e
plantas transferidas de 22,5% para 90% apbs 2 horas de luz.

0, 9:006,

0, 1, 2, 5 & 8 horas de luz correspondem as 8:0
10:00, 13:00 e 16:00h, respectivamente. (Barras = E.F.)
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FTEURA 16. Niveis de acglicares soltveis totails (AST),
zcficares redutores (AR) e sacarose (SAC) nas folhas 1 (&) e
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PIGURA 18, Arividade da invertase acida, 1In vitro, nas
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TABELA 2. Analise quali-quantitativa em HPLC dos
acacares solivels ndo estruturais (A e B) e dos
carboidratos soldveis em A&gua (C), através da relag¢ao
Man:Glc:Fru (A), da relagac Sacarose:Monossacarideos

(B) e da relagdc Man:Glec (C), na folha e no

pseudobulbo, em plantas mantidas sob déficit hidrice e

em plantas controle do hibrido €. forbesii X L.
tenebrosa, aos 0, 25 e 45 dias de déficit hidrico.

(A)
g;:s Man : Gic : Fru
DEFICIT FOLHA PSEUDOBULBO
HIDRICO | contROLE ESTRESSADA CONTROLE ESTRESSADA
0 1:22,6:7,4 57,7:1:6,8
2% 1:16,1:4,1 1:42,2:3,4 34,6:1:3,1 37,1:1.2,6
45 1:15,6:4,3  1:1%,1:3,0 26,6:1:2,9  31,0:1:3,5
{B)
g;“s Sacarose : Monossacarideos
FICIT
ggmm FOLHA PSEUDOBULBO
CONTROLE ESTRESSADA CONTROLE ESTRESSADA
0 1, 3:1 0,2:1
25 1,4:1 1,041 0,15: 1 0,65:1
45 1,8:4 2,0: 1 0,354 0,90: 1
(C)
DiIAS .
Em Man : Glc s
HID CONTROLE  ESTRESSADA CONTROLE ESTRESSADA
) 1,21 3,0:1
25 1,71 1,9:1 0,8:1 2,21
45 2,0: 4 2,8: 1 2,5:1 2,6: 1




A TABELA 2C apresenta a composicio e proporcio dos
monossacarideos que compdem os carboidratos da fracago sclivel
i Agia, apds sofrerem hidrelise Acidal Bstes carboidiatos sac
compostos principalmente por mancse e glucese, sendo gue as
proporgdbes poucc se alteraram ao longo das amostragens
realizadas. Na fclha a relacdo Man:Glc aumentou
progressivamente ao longo das amostragens, iniciando em 1,2:1 e
finalizando, aos 45 dias, em 2,0:1 para plantas controle e
2,8:1 para plantas estressadas. No pseudcbulbo esta relacdo
também wvariou, mantendo-se entre 2,5 a 2,6:1 moléculas de

manose para 1l de glucose, em plantas controle e em plantas sob

déficit hidrico.
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DISCUSSAO

Os resultados das analises bioguimicas mostraram gue
uma fragdo considerdvel da massa do pseudeobulbo é& composta por
carbolidratos soluveils em agua, o8 glucomananos. Estes
carboidratos representam de 10 a 30% da massa seca, sendo gue
os pseudobulbcs mais novos apresentam as maiores concentragdes;
na folha, esses teores variam de 3 a 5%. Igualmente, a
composigdo e metabolismo dos glucomananos presentes em 6rgio de
reserva subterréneo de Orchis morio foram estudados por Franz
(1979), sendo que o conteudc de glucomananos compunha cerca de
22% da massa seca do Srgdo. Qutros trabalhos também analizaram,

com resultados semelhantes, a composicido dos glucomananos

3 i i 1 A 3 - b
presentes na. famillia Qrchidaceae (Elbein $ Hassid, 19686: Frand

1973; Buchala et al., 1974; Tomoda & XKimura, 1976).

Dessa forma, & semelhanga do gque oCcorre com as
orguideas terrestres, esta tese mostrou gque os glucomananos
podem ser considerados a principal reserva de carbono da C.
forbesii X L. tenebrosa, uma vez gque foram apresentadas as
evidéncias de que esses carboidratos sS&0 armazenados

principalmente no pseudobulbo e, posteriormente, 530



HE B

mobllizados durante as diferentes fases do crescimentce e
desenvolvimento da planta. Franz & Meier {(1271) acompanharam a
mobilizacdo de aglUcares em rizomas de Orchis moric, seguindo a
degradacdo de polissacarideos na mucilagem no rizoma mais velho
e a formac¢ao de compostos de reserva no rizoma mais novo.

Como as reservas de glucomananos estao
metabolicamente ligadas &s outras fracdes de carboidratos, por
exemplc ©s agucares da fracso etanédlica (AST, AR e sacarose),
sua utilizacgdc pode representar mais uma caracteristica de
adaptagao fisiolégica que esta orguidea vem desenvolvendo. As
curvas apresentadas na FIGURA 10, pg. 86, mostrando os niveis
dos carboidratos da fragdo agquosa e da fracdc etandlica, foram
interpretadas como sendc os padrdes diario de variagdo, em
resposta aos processos de  gintese e degradacac destes
cafboidratos.

Os niveis de AST, AR e sacarose {vistos na FIGURA
10A-B, pg. 86), de atividade da invertase acida (FIGURA 13, pg.

93), das relagbes estabelecidas nas TABELAS 1A e 1B, pg. %91, na

felha e no pseudobulbo, bem como a presengca dos glucomananos
como material de reserva e o fato desta orquidea ser do tipo
CAM, S¥-Te) fortes evidéncias de que ¢ metabolismo dos

carboidratos na folha estéd intimamente associado a0 metabolismo

dos carboidratos no pseudobulbo, apresentando niveis diuturnos

bem definidos.
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No periodo avaliado de oito horas, uma vez gque as
plantas foram expostas & luz, os resultados obtidos indicam que
‘a atividade fotossintética nas’ folhas foi responsavel pela |
plossintese e posterior aclimulo de glucomananos no pseudcbulbo,
juntamente com © acumulo de &gua. Paralelamente, o nivel de
sacarcse na foclha foi significaticamente superior (p<0,05) ao
nivel encontrade no pseudobulbo. Isso poderia indicar uma maior
atividade de transporte desses actcares do pseudobulbo para a
folha, sendo gue na folha também estaria ocorrendo a2
bicssintese de sacarcse, a partir do processo fotossintético.
Os dados apresentados na TABELA 1B, pg. 91, mostram que,

roporcicnalmente aos niveis de AST e AR, o nivel de sacarose é
mais baixo no pseudobulbo com duas horas de luz natural, em
torno de 10:00n, sendo que, na folha, a relacdo &
aprbximadam@nte vinte e cinco vezes maiocr, no mesmo horario;
paralelamente foram observados altos niveis de AR no
pseudobulbo. Estas informacdes podem significar gue estéd

ocorrende uma intensa hidrdlise de sacarose no pseudobulbo,

talvez, em resposta as alteragdes ocorridas nos componentes do

potencial de agua da planta. De acordo com Goh & Kluge (1989),
o pseudobulbo também pode ser importante para explicar o
potencial hidrico da folha, ao longe do dia. Sendo um 6rgdo que
armazena agua, é presumivel gue a agua perdida por transpiracdo
seja rapidamente substituida pela agua armazenada no

pseudobulbo.



Gs dados apresentados nas FIGURAS 10C e 10D, pg. 8¢,
estao relacionados com os niveis dos glucomananos, ao longo do
o tecr destes carbeidratos no pseudobulbo diminuiu
significativamente, pelo teste de Tukey a 5%, apdés cinco horas
de luz, ocorrendo seu acUmulo justamente no periodo em gue os
niveis de AST, AR, e sacarose sio reduzidos. Isto possivelmente
decorre da intensa biossintese de glucomananos e da interacdo
entre os dois grupos de carboidrates na folha e no pseudobulbo.

Em plantas do tipo CAM que usam amide como fonte de
carbeoidratos para a sintese de fosfoenolpiruvato (PEB), o
potencial osmético aumenta & noite e estd linearmente
relacionado ao aumento noturno da concentracdo de acido malico
(Smith & Idittge, 1985). Nas plantas que utilizam acgucares
solhveis como fonte para PEP (Medina ef al., 1986; Carnal &
Black, 1989), como é suposto acontecer com a orgquidea em
estudo, o aumento na osmolaridade pode ser devido,

parcialmente, a presenga dos aclUcares scluveis osmoticamente

~ativos, como por éieﬁplo méhdsé”e.giﬁcdsé;”“””..”

Os dados obtidos por Sutton (1975) mostram o
envolvimento de outros carboidratos de reserva, gue ndo o
amido, em disponibilizar esqueletos de carbonc para a sintese
de &cido malico, no escurc. Na folha, o maior aumento no teor
de glucomananos foi observado apés duas horas de luz, ocorrendo

sucessivas redugdes nesses niveis, até o final do ensaio. Estas
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informagbes podem indicar gque a hidrélise dos glucomananos
neste O0rgdc estaria fornecendo compostos intermedidrios para a
biossintese de &cido mélico.

A anédlise gqualitativa dos aciicares soluveils néc
estruturais do pgéudobulbo (FIGURA 12, pg. 89, e TABELAS 1A e
1B, pg. 91), mostra que o©s carboidratos dessa fracdo sio
compostes, basicamente, por sacarose, glucose, frutose e
mancse, ndo sendo encontrados carboidratos da série rafindsica,
o gque representaria, entre outros aspectos, a presenca de
carboidratoeos de reserva do grupo dos frutanos (Avigad & Dey,
1997). Na folha (FIGURA 11, pg. 88 e TABELAS 1A E 1B) estéo
presentes os mesmes meono, di e trissacarideos presentes no
pseudopulbo, sendo também encontrados, oligossacarideos nao
identificados. Estes dados podem contribuir para a afirmacdo de
quei o metabolismo dos carboidrates no pseudobulbo esta

associade ao metabolismo dos carboidratos na folha.

PLANTAS SOB DIFERENTES INTENSIDADES LUMINOSAS

De acordo com os dados apresentados nas FIGURAS 7 e
8, pgs. 81 e 83, a intensidade luminosa interferiu no
crescimento e nc desenvolvimento da orguidea em estudo. Desde o
inicio deste experimento as plantas cultivadas scbh 22,5% da RFA
exibiram area fcliar supericr, em torno de 23,4%, em relacdo as

plantas cultivadas sob 20%. Na amostragem realizada apds 80



dias, as plantas mantidas socb 90% da RFA passaram a apresentar
um = novoe conjunto de pseudobulbo e folha, PS1 e FL1,
respectivamente, aumentandc em 45,9% a capacidade das plantas
de interceptar a luz solar. O aparecimento do PS1 e da FL1 nas
plantas sob 22,5% da RFA sO ocorreu apds 103$dias do inicio do
ensaio, também aumentando a area foliar total destas rlantas em
42,8%, porém, a diferenca de vinte e trés dias no
estabelecimentc desta unidade do simpdédic (PS1 e FL1) implica
num atrasc do desenvolvimento das plantas, navendo a
possibilidade da folha mais nova (FL1) ter iniciado sua
atividade fotossintética precccemente (Zimmerman & Whigham,
1922) . Estes dados sdo reforgadoes pelo fato de gue sob 22,5% a
FL1 apresenta atividade fotossintética aos 80 dias, mas a
importag&o de reservas dos outros pseudocbulbos ocorre até os
103" dias; J& sob 90% da RFA, a FL1, que j4 havia sido emitida
aos 80 dias, 1iniciou sua atividade aos 103 dias, porém a
importagédo de reservas dos outros pseudobulbos havia sido

interrompida acs 80 dias.

TOU0S o8 pEeudooUlIbds sofreram alteracdes reversiveis
em seus volumes (FIGURAS B8A e 8B, pg. 83), sendo estas
alteracdes cronologicamente relacionadas com o surgimento da
unidade mais nova da rlanta, ou seia, PS1 e FL1,
independentenmente da intensidade lumincsa. A anédliise
estatistica comparativa do volume dos pseudobulbos no inicio

das amostragens e na amostragem onde apresentaram o volume mais
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reduzido, revela que as diferencas sio significativas, através
do teste de Tukey a 5%, podendo indicar que parte do conteldo
‘destes pseudobulbos migrou  para o pseudcobulbo e folha em
formacgio {(PS1 e FL1).

As alteragdes de volume verificadas nos pseudcbulbos
das plantas mantidas socb 90% da RFA nic foram significativas,
enquantc as diferencas verificadas no volume dos pseudobulbos
das plantas mantidas scb 22,5%, foram significativas. Portanto,
com excec¢do do P32, que mostrou uma reducdo no volume final, os
demais pseudobulbos apresentaram um aumento variando entre 5 e

1lg
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Zimmerman & Whigham (1992) determinaram, em Tipularia
discolor {Orchidaceae), gue as reservas de carboidratos
soluvels em agua presentes no érgio subterraneo, sofreram
hidiﬁ:élise e foram importantes para suportar o inicio da nova
fase de crescimento e reprodugdo. A perda de matéria orgénica
durante a fase reprodutiva estd relacionada com o declinio na

concentragdo destes carboidratos no érgic de reserva e nas

folhas. Por outro lado, estudos de t'ransidcuégao mindicarézﬁ” que o “

inicio do crescimento se faz &s custas dos carboidratos de

reserva mas © <crescimento subsegiiente e o florescimento s&o

suportados pela fcotossintese atual (Ho & Rees, 1976 e 1977).
Nossos resultados, em concordéncia com os  dados

obtidos por esses autores, também indicam que os carboidratos

armazenados nos pseudobulbos de C. forbesii X L. tenebrosa sia0
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utilizados no crescimento do pseudobulbe e folha mais noves.
Dessa maneira, as reservas em glucomanancs seriam hidrolisadas
‘aos T seus monossacarideos constituintes, transportadas na forma
de sacarose para o pseudobulbo e folha em crescimento e, nestes
orgdos, estes aclicares seriam utilizados nos prccessos
respiratdé4rics e na sintese de outros compostes. Assim sendo, o
papel armazenador do pseudobulboe estaria sendo evidenciado, Ja&
gque apdés o crescimento inicial do pseudobulbo e folha mais
novos, os fotoassimilados foram novamente alocados nos
pseudobulbos mals velhos, recompondo sSuas reservas para um
eventual pericdo de déficit hidrico ou para o proéoximo periodo
de brotagdoe, gue ocorre anualmente.

Dentre alguns dos aspectos da plasticidade fenotipica
mostrados prelas plantas submetidas aos dois niveis de
intensidade luminosa, estio a modulacdic da Area foliar,
apresentada na FIGURA 7A-C, pg. 81, e a variagdo sazonal do
volume dos pseudobulbos, vista nas FIGURAS 8A e 8B, pg. 83.

As FIGURAS 14A-D e 15A-B, pgs. 95 e 97, também

evidenciam o nivel'dé édap{éééb ex@eiimeﬁﬁadc pelo ﬁiﬁridé.em
estudo. Nestas figuras, é possivel verificar gue as plantas
apresentaram caracteristicas diferenciadas, provavelmente em
fungdc da intensidade Iuminosa a gque estavam submetidas. A
FIGURA 14A-D, pg. 95, permite distingliir o comportamento
estomatico, através da resisténcia difusiva e da taxa de

transpiragdo, das plantas sob 90% e das plantas sob 22,5% da
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RFA., A wvariacdo nestes parametros indica gque as plantas
submetidas a 22,5% da RFA apresentaram a maior abertura dos
‘estlmatos ‘apds seils horas de eéescuro, enguanto nas plantas sob
90% o maximo na abertura estomdtica ocorreu apbs guatorze horas
de escuro, sendo gue no pico, os niveis de resisténcia difusiva
e transpiragdo exibidos pelas plantas submetidas a 22,5% da RFA
foram estatisticamente superiores aos apresentados pelas
plantas sob 90%, através do teste de Tukevy a 5%, mostrandoc um
acrescimo na Utranspiragdo em torno de 70% e uma diminuicdo de
75% na resisténcia estomética.

C padréoc de abertura estomdtica, apresentado pelas
plantas sob 22,5% e 90% da RFA, pode ser considerado um &timo
parametro de avaliacdo desta orguidea epifita frente aocs niveis
de intensidade luminosa, sendo que as plantas sob 22,5%
exibiram o comportamento de abrir os estématos Justamente no
periodo mais Umido, ou seja, & noite. Enquanto isso, as plantas
sob 90% mostraram-se menos sensivels as variacdes na umidade

relativa, apresentando maior capacidade para trocas gasosas com

a atmosfera somente guando a umidade relativa do ar atingiu os
maiores valores, isto é, ao amanhecer.

Como este hibride apresenta o metabolismo do tipo
CAM, estas caracteristicas podem significar que as plantas
submetidas a 22,5% da RFA apresentam maiores taxas de
incorporagdo do CO; atmosférico, como também maior fluxo de
dgua para as folhas, Jj& gque permanecem com 0S estdmatos mais

N

abertos e por malior tempo, durante & noite. Hinsberg &
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Tienderen (1987) também encontraram diferencas morfoldgicas e
fisiolégicas em prlantas de Plantago lanceclata
" (Plaritaginaceae), quando cultivadas sob alta intensidade de luz
e sob sombra.

Estes dados estariam indicando gque as plantas
sucmetldas a 22,5% da RFA apresentam maior taxa de actmulo de
massa seca, COmo consegqiiéncia do melhor desempenho
fotossintético enquanto as plantas sob 90% estariam sofrendo
efeitos da fotoinibicio.

E interessante notar gue a intensidade luminosa
também afetou a eficiéncia do processo fotossintético. A
relagdo Fv/Fm vista nas FIGURAS 15A e 15B, pg. 97, para as
folhas 1 e 3, respectivamente, e que & proporciconal & taxa de
fotossintese liquida de folhas intactas (Bjorkman & Demmig,
198;7), mostrou-se estatisticamente superior para as plantas socb
22,5% da RFA. Esta relagdo manteve-se em torno de 0.8 para as
plantas sob 22,5%, o] gue representa um bom indice

fotossintético para as plantas cultivadas em geral, enguanto

primeira amostragem, mantendo-se na faixa entre 0.76 e 0.74, ao
longo das amostragens, o que indica uma redugdo no desempenho
fotossintético. N&o considerando a primeira amostragem, o©s
valores obtidos em plantas sob 90% da RFA podem revelar a
presenga de mecanismos de foto-protecio nic adaptades aos altos

niveis de irradiéncia, podendo refletir no equilibrioc adequado
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entre a sintese e a destruicdc de pigmentos acessérics e de
dissipagdo do calor, na folha. Xeréfitas adaptadas & alta
intensidade luminosa apresentam uma taxa de transpiracio mais
reduzida e podem suportar temperaturas interiores bastante
elevadas. Neste caso, o equilibrio ocorre com um aumentoc na
emissdo de radiagdo infra-vermelha e perdas de calor por
conducgdo e convenga&o (Jones, 1992).

A transferéncia de algumas plantas da condigdoc de
22,5% para a condigido de 90% da RFA mostrou como esta orguidea
epifita responde frente a uma exposigido repentina 4 luz com
alte nivel de irradidncia, tendendo gradativamente & se
comportar como aquelas mantidas ha mals tempo nesta condicéo,
sendo gque as plantas do tipo CAM crescidas na sombra podem ser
sensiveis &a fotoinibicao (Adams & Osmond, 1988). Apds a
transferéncia, ocorreu a rapida diminuigdo do rendimento
gquiantico destas plantas, sendo que a relagio Fv/Ifm (FIGURAS 15A
e 15B, pg. 97} mostra como a capacidade fotossintética foi

reduzida gradativamente, atingindo niveis significativamente

inferiores aos exibidos peias 'plaﬁtas . sob 22,5%. o
comportamento das plantas transferidas indica gque estaria
ocorrende a fotoinibicdo do processo fotossintético, ja que néo

houve exposigdo das plantas a baixoes niveis de CC., nem

submissdo temporéaria a temperaturas inferiocres a 10°C (Bjorkman

& Demmig, 1987).



E muito provdvel que sob 90% da RFA, as plantas

também estivessem expostas as altas temperaturas, gque por sua

vez, .......... poderlam . induZi T A lteragées e deleté rias ao . aparelho

fotossintético, mimetizando os efeitos da foteinibigdo. Estas
informagbdes est@c em concordincia com alguns trabalhos (Medina
et al., 1986; Medina, 1987) e mostram que algumas orquideas
epifitas, nativas de matas tropicais e subtropicais, incorporam
o CO; atmosférico & noite, porém sio plantas gque apresentam
fotoinibigdo quando expostas a niveis mais elevados de luz.

O comportamento dos estdmatos apresentado pelas

i

plantas sob 90% ‘FIGURA  14A-D, pg. 95), poderia estar
contribuindo para um aumento nsa temperatura interna da folha,
né&o permitindo que as trocas térmicas com a atmosfera
acontecessem em sua plenitude, 34 gue uma parte do potencial de
troica térmica, devida & perda do vapcr de agua, nio estaria
ocerrendo.

Como as folhas desta orquidea ndo estic geneticamente

adaptadas @& exposigdo solar plena, nos periocdos sob alta

~exposicao elas reduzem sensivelmente a taxa fotossintética,

provavelmente por ndc possuirem mecanismos adeguados de
protecdo aos mals altos niveis de lrradifncis, nem sistemas
mais sensivels de termodissipac@o. 0Os niveis de AR na folha
mantém-se reduzidos, como c¢onsegiiéncia de sua utilizagdo nos

processos respiratérios, sendo que sob alta intensidade
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luminosa também ocorre biossintese e actumulo de glucomananos no

pseudobulbo.
PLANTAS SUBMETIDAS A PERIODOS DE DEFPICIT HIDRICO

Os dados obtidos neste ensalc mostraram que plantas
de C. forbesii X L. tenebrosa gquando submetidas a periodos de
déficit hidrico em forno de 25 dias apresentaram tolerancia
relativa, porém se mnmostraram desprotegidas contra a seca
prolongada além dos 45 dias. Em todos os paradmetros avaliados,
as plantas em déficit hidrico exibiram comportamento distinto
se comparadas as plantas controle, a partir dos 25 dias de
déficit hidrico.

No metabolismo dos aguicares soluveils totais na folha
e éo pseudobulbo, as FIGURAS 16A, 16C, pg. 99 e a TABELA 2B,
pg. 110, mostram gue ocorreu ligeira varilacdo no nivel de AST

até 25 dias de déficit hidrico, representados na folha

principalmente por sacarcse; apds 45 dias, as plantas em

déficit hidﬁiébmmoséraram ﬁﬁ.aumento aéénﬁuado dé sacarose na
folha {(p<0,05), enguanto nas plantas controle o nivel de
sacarose permaneceu estavel. 0 nivel de AR manteve-se baixo,
n&o variando sua concentracgdc ao longe das amostragens.

As FIGURAS 16B e 16D, pg. 99 e a TABELA 2, pg. 110,
confirmam gue no pseudcbulbo das plantas controle os niveis de

AST e seus constituintes n&c sofreram variacdes significativas
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durante os 45 dias. Ao contrario, nas variagbes apresentadas
pelas FIGURAS 16A-D ¢ TABELAS 2A e 2B podem estar os indicios
~de gue ocCcorreram alteragdes importantes no metabolismo e na
mobilizagdo destes conpostos, em resposta a reducdoc na
capacidade fotossintética das plantas que permaneceram sob
déficit hidrico (FIGURAS 19, pg. 104 e 20A-B, pg. 105); estas
respostas tTambém podem confirmar o intercambio de substancias
entre a folha e o pseudobulbo. Desta forma, é pcssivel que
parte dos AR mobllizados no pseudobulbo tenha sido translocada
para a folha na forma de sacarose, <contribuindo para a
manutengdo dos niveis de AR e sacarose, naguele 6rgdo; scb
condi¢des de déficit hidrico, é provavel que tenha ocorrido
intensa sintese de sacarose no pseudobulbo para atender a
cdemanda na folha, n&c havendo, porém, suficiente mobilizacio e
nemf‘ transporte deste aglcar & medida em que o déficit hidrico
foi se acentuando. Adicionalmente, é sabido que scob condicdes
estressantes, a atividade enzimdtica e a translocacdoc de

agsgimilados podem ficar comprometidas (Watson & Wardlaw, 1981).

Ainda em relagdo ao metabolismo dos carboidratos, a

FIGURA 17A-D, pg. 101, possivelmentle vem confirmar um papel
importante dgque ¢ desempenhado pelos carboidratos soltiveis em
agua {giucomananos). A hidrélise e mobilizacdo destes
carboidratos na folha e, principalmente, no pseudobulbo, sob
forte agdc do déficit hidrico, podem estar relacionadas com a

mobillizag&o dos glucomananos e com a concomitante sintese de
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sacarose no pseudobulbo e também com o transporte de sacarose

deste Orgd&c para a folha até 25 dias, como verificado por

CEuvren sk al. (1981) em Opuntia bigelovii. De acords com

Virgona & Barlow (1991}, a imposicadc do déficit hidrico no
caule de Triticum aestivum resultou na 1ncorporacidc de
moncssacarideos para a frac8o dos aglUcares solGvelis da fracéo
etandlica, a partir de carboidratos solivels em &gua.

Todas as crguldeas epifitas possuem tecidos gue
armazenam agua, 1sto &, sdc também chamadas de suculentas
(Sinclair, 1884; Zimmerman, 18%90; S3Stern & Morris, 199%2; Zheng
et al., 1992; Hew & Young, 1894). Mais uma vez, na orguidea
estudada, o pseudobulbo é& considerado um 6rgdo com acumulo de
carboidratos e de &agua. Dessa maneira, as FIGURAS 21A-D, pg.
107 e 222-B, pg. 108, indicam gue o hibrido estudado mostrou-se
seésivel a um periodo de déficit hidrico muito prolongado, além
dos 45 dias, pois mesmo possuindo pseudcocbulbe, ndo fol capaz de

reter grande parte da &agua perdida por transplracdo cuticular

nem de repdbr a folha a Agua previamente armarzenada no
pseudobulbo.

Como naco foram conduzidos os ensaios de recuperacido
das plantas submetidas aos periodos de déficit hidrico, adotou-
se a possibilidade de recuperacido apds 25 dias de déficit
hidrico & a impossibilidade de recuperar plenamente uma planta

apbds os 45 dias.
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Alguns trabalhos conduzidoes com epifitas mostraram
que as relagdes hidricas apresentam restricdes dentro de cada
grupo, nao sendo permitidas generalizacdes. Walter (1951)
citado por Goh & Kluge (1982), trabalhou com orquideas epifitas
que perderam agua lentamente na folha, mantendo zltos valores
do CRA. Ac contrario, Sinclair (1983a e b) observou redugido nos
valores do CRA e do potencial de agua, ao longo de um periodo
de déficit hidrico, em algumas epifitas tropicais. Essas
informagdes, em associacdo com as obtidas neste trabalho, podem
indicar gque a elevacdo no valor do componente osmético na folha
deve ter contribuido para © colapsc celular apdés os 25 dias,
reduzindo gradualimente a transiocag8o de compostos e o
transporte de agua entre os tecidos.

O aumentoc no nivel de monossacaridecs na folha apbds
25 dias em déficit hidrico (FIGURAS 17A e 17C, pg. 101) pode
ser resultante da  hidrdlise enzimatica dos glucomanancs
presentes na folha e no pseudobulbo, implicando no abaixamento

do potencial osmético (FIGURA 22A-B, pg. 108). As variagdes

'oc'érrigias” no 'nive.l clios' | .glﬁ.c.dménén.os.,. pr.ilnucipalménté no
pseudobulbo, seriam uma indicagdoc de que estes carboidratos
estariam sende hidrelisados. Geralmente, a hidrdélise é
realizada por determinados grupos de enzimas cujas reagdes
podem incorporar moléculas de &gua como produto; parte dos
monossacarideos presentes neste érgidc juntamente com a agua

incorporada (cada ligacd3o glicosidica gquebrada incorpora uma
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molécula de 4&dgua por molécula de monossacarideo) seriam o
produto desta hidrélise e seriam colocados em disponibilidade.

O aumento significativo ocorrido na relacio MS/MF na
folha (FIGURA 21A, pg. 107) e no pseudobulko (FIGURA 21B, pg.
107) de plantas estressadas, seguidamente aocs 25 e 45 dias,
confirma a réplda desidratacdo verificada nestes o6rgédos. Uma
menor gquantidade de Agua determina um menocr turgor e
conseglientemente ¢ crescimento & reduzideo.

A FIGURA 18A-D, pg. 103, mostra que a invertase acida
apresentou comportamento distinte na folha (FIGURAS 18A e 1BQC)
e no pseudobulbc (FIGURAS 18B ¢ 18D). Nio ha diferenca
estatistica no nivel de atividade da enzima entre a primeira
amostragem e aquela realizada aos 25 dias de déficit hidrico,
na folha, sendo gue apds 45 dias a atividade reduziu-se
sighificativamente. No pseudobulbo, a redugdo no nivel de
atividade aconteceu ja a partir da amostragem realizada apds 25

dias em déficit hidrico. £ possivel que a manutencdo da

atividade desta enzima na folha até 25 dias de déficit hidrico
ltéﬁhé acb%ﬂ:éci&o..em..fungéo..dom.fluxb de. saéaﬁoéé..e. de “égua
vindos do pseudobulbo, sendo que a elevacdo nos niveis de
sacarose na maioria das plantas sob déficit hidrico esta
freqlientemente associada a um ajustamento osmoético (Quick et
al., 1989). Porém, & provavel que através das reacdes de
hidrélise dos glucomananos (FIGURA 17A-D, Pg. 101y, oS

monossacarideos produzides também seriam utilizados diretamente



130

nas reagdbes celulares, principalmente na respiracdc. E sabide
gue o déficit hidrico associado & alta temperatura eleva a
velocidade dos processos degradativos, especialmente de
proteinas {(Glardi et al., 1997). Esta adaptacdc supde uma
reposicdo muito rapida de materiais e, portanto, um elevado
consumo energético. Dessa forma n&o haveria hidrélise das
moléculas de sacarose, ocorrendo seu acumulo na folha {FIGURA
16A, pg. 9%9) apds 45 dias e no pseudobulbo (FIGURA 16B, pg. 9%99)
apds 25 dias.

A redugac da relac3o Fv/Fm nas plantas estressadas
fol significativa aos 25 e 45 dias de déficit hidrico {FIGURA
18, pg. 104). Os paradmetros de flucrescéncia da clorofila a
apontam para uma redugd3o da capacidade fotossintética, devida
principalmente & alteragdes no processo fotoguimico, como
r@ii’;{tado por Zotz & Tyree (1996). Existem varios fatores gue
interferem com o crescimento e desenvolvimento das plantas,

sendo o déficit hidrico a raz3o mais comum de estresse na

fotossintese (Giardi et al., 1997). Qutros fatores também devem _

estar interferindo no processc de incorporacdo fotossintética
do €O, atmosférico. A FIGURA 19, pg. 104, por exemplc, pode
estar indicando, a partir de 25 dias, um efeito deletério da
temperatura, sendo que os danos térmicos no fotossistema IT do
esquema Z da fotossintese causam aumento drastico no valor de
FO e o valor de Fm diminul apds a exposicdc das folhas as altas

temperaturas, sem injurias (Demmig-Adams et al., 189¢6).
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Foil sugerido gue a relacdo Fm/FO0 (FIGURA 20, pg. 105)
& a gue melhor representa a capacidade fotossintética nas
folhas de plantas sob déficit hidrico, estando associada ao
potencial osmdtico (Jensen & Feige, 1991). Nas plantas
estudadas esta relacio foi estatisticamente inferior apés 25
dias, nas folhas 1 e 3, n&o podendo ser analisada ao longo
deste ensaio. Porém, ¢é possivel que apds 45 dias scb déficit
hidrico ocutros fatores fTambém estejam interferindo no
rendimente guéntice, sendo tails fatores c¢lassificados como
Yextincido ndo fotogquinmica” (Bijdrkman & Demmig-Adams, 1994).

Esta orquidea ndo dispde de mecanismos efetiveos de
protecido & seca, sendo gue a rapida perda de agua reduziu a
eficiéncia guéntica, provocando a hidrélise e mobilizagido das
reservas de glucomanancs para manter as atividades vitais da
piahta; os nivels reduzidos de AR e de glucomananos no
pseudobulbce vém confirmar este fato, indicando alta atividade
respiratdéria e intensa hidrdlise de glucomananos.

A orquidea epifita estudada ndo pode ser considerada

uma orquidea nativa brasileira, mas existe grande possibilidade

dela apresentar caracteristicas £fisicldgicas e metabdlicas
semelhantes aquelas das orguideas nativas das provincias 1 e 2.
Exibe o metabolisme do tipoc CAM (FIGURA 9, pg. 85} e estéd
adaptada a locals com alta umidade relativa e menor intensidade

de luz, sendo o metabolismo do tipo CAM um processo fisiclégico
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que favorece um balango positivo de carbono, com alte potencial
hidrico, numa grande diversidade de ambientes {(MEDINZA, 1987).

- Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que
o pseudobulbo, através do contetdo de suas reservas em
carboidratos, visa atender aos processos anuais de brotacgdo e
formagdo das partes mais novas da planta. Da mesma maneira,
essas reservas podem ser mobilizadas durante os pericdos de
estresse. Para a orquidea estudada, as substancias selecionadas
ac longo do periodo evolutivo foram os carboidratos soliveis em
agua, oS glucomananos, pela ampla funcicnalidade destes
compostos. A folha constitui o sitio de mobilizagdo e consumc,
enguantoc no pseudobulbo ocorre a biossintese e o acumulo destes

carboidratos, originados a partir da sacarose fotossintetizada.
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APENDICE 1. Umidade relativa em casa de vegetagdo no Depto.
de Fisiologia Vegetazal, IB, UNICAMP, durante a realizagao
dos experimentos com o hibrido C. forbesii X L. tenebrosa.
0s dades correspondem 2s médias mensais nos meses de

faneirc (1) a dezembro (32) de 1994, 1995 e 1399¢.
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APENDICE 2. Temperatura ambiente em casa de wvegetagdc no

w

Depto. de Fisiclogia Vegetal, IB, UNICAMP, durante a
realizacdo dos experimentos com o hibrido C. forbesii X L.
tenebrosa. Os dades correspondem 3&s médizs mensals nos

meses de Janeiro {1} a dezembro (12) de 1994, 19935 e 1596.



