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RESUMO

O metabolismo acido das crassulaceas (CAM) ¢ uma via fotossintética associada a maior
eficiéncia no uso da agua, sendo frequente em plantas adaptadas a ambientes com limitagao
hidrica, como muitas orquideas epifitas. Em algumas espécies, essa via pode se manifestar de
forma facultativa, sendo induzida por condi¢gdes ambientais adversas, como o déficit hidrico.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do estresse hidrico
sobre a expressdao do metabolismo CAM em plantulas de Cattleya walkeriana obtidas por
cultivo in vitro, bem como analisar suas respostas fisiologicas durante o processo de
aclimatagdo. As plantulas cultivadas in vitro foram transferidas para tubos de ensaio contendo
Sphagnum como substrato e aclimatadas durante 30 dias. Apos esse periodo, foram submetidas,
por mais 30 dias, a diferentes niveis de estresse hidrico induzidos por polietilenoglicol 6000
(PEG 6000). Foram avaliados parametros fisiologicos relacionados ao desempenho
fotoquimico (Fv/Fm, ®PSII, Rfd e NPQ), ao balan¢o hidrico (contetido relativo de agua— CRA
e conteudo de saturagdo hidrica — CSH), ao potencial hidrico foliar (¥) e a expressao do
metabolismo CAM (acidez titulavel foliar). Os resultados mostraram que o estresse hidrico
imposto ndo promoveu aumento significativo da acidez titulavel foliar, indicando que, nas
condi¢des experimentais avaliadas, ndo houve inducdo ou intensificagdo da expressdo do
metabolismo CAM em plantulas aclimatadas de C. walkeriana. Em relagdo aos parametros
fotoquimicos, ndo foram observadas diferengas significativas para Fv/Fm e ®PSII entre os
tratamentos, sugerindo manutengdo da funcionalidade do fotossistema II. Por outro lado,
alteragcdes nos valores de Rfd e NPQ indicaram a ocorréncia de ajustes fisioldgicos associados
a resposta ao estresse, com ativagdo de mecanismos fotoprotetores. Os parametros de balanco
hidrico e potencial hidrico indicaram manutencao do estado hidrico das plantulas, mesmo sob
as condigdes de déficit impostas. Adicionalmente, as plantulas cultivadas in vitro apresentaram
maior acimulo de acidos orgénicos titulaveis em comparacdo as aclimatadas, evidenciando
diferencas fisiologicas entre as condigdes de cultivo. Conclui-se que o estresse hidrico aplicado
ndo foi suficiente para induzir a expressio do metabolismo CAM em plantulas de C.
walkeriana, embora tenha promovido respostas fisioldgicas associadas a fotoprotecdo e a
manuten¢do do estado hidrico. Esses resultados contribuem para o entendimento da fisiologia
de orquideas epifitas e fornecem informagdes relevantes para estratégias de aclimatacao,

manejo e conservagao de plantulas micropropagadas.

Palavras-chave: Estresse hidrico; aclimatacao; orquideas; in vitro, ecofisiologia vegetal.



SUMARIO

INTRODUGAO ...t eesen s 5
MATERIAL E METODOS ..ot 7
Delineamento experimental...............coooiiiiiiiiiiiiiiii e e 7
Avaliaco do balanco hidrico...............coooiiiiiiiiiii e 9
Avaliacio da expressdo do metabolismo CAM ............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeneee, 9
Avaliacio da fluorescéncia da clorofila a......................ooiiiiii, 10
Analise EstatiStica..............cooooiiiiiiii e 10
RESULTADOS E DISCUSSAQ ..ot eseseeesss st ssessssssessssenes 11
Avaliacao do balanco hidrico................oooiiiiiiiiii e 11
Avaliacio da fluorescéncia da clorofila @................ccoooeiiiiiiiiiiiiiiii e, 13
Avaliacio da expressdo do metabolismo CAM .............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeene, 15
CONCLUSAO: ...ttt 17



INTRODUCAO

O Metabolismo Acido das Crassuliceas (CAM) refere-se a uma via fotossintética que
permite as plantas fixarem o carbono atmosférico durante a noite, reduzindo significativamente
a perda de dgua por transpiragdo ao longo do dia. Essa via metabdlica ¢ comumente encontrada
em plantas epifitas ou que crescem em zonas aridas (GILMAN; EDWARDS, 2020). O
metabolismo CAM pode ser subdividido em quatro fases: na fase I (noite), os estdmatos
permanecem abertos € o CO: ¢ fixado pela PEP-carboxilase, formando acidos organicos que
sao armazenados nos vacuolos; na fase II (amanhecer) ocorre uma transi¢do, com parte do CO:
fixado diretamente pela RuBisCO enquanto outra parte continua sendo fixada pela PEPCase;
durante a fase III (dia), os estdmatos permanecem fechados e o CO: liberado dos acidos
armazenados ¢ utilizado no ciclo de Calvin; e, na fase IV (fim da tarde), ha reabertura parcial
dos estdmatos, iniciando a fixagdo de CO- para o ciclo noturno seguinte (LUTTGE, 2004).
Essa separagdo temporal entre a fixagdo de carbono e o Ciclo de Calvin permite que as plantas
mantenham atividade fotossintética diurna com minima perda de 4gua, otimizando o uso dos
recursos hidricos e conferindo vantagem adaptativa em ambientes com disponibilidade
irregular de 4gua (HERRERA, 2008).

Entretanto, sabe-se que este metabolismo nem sempre se expressa nestas quatro fases de
forma clara; ele ¢ altamente plastico e pode variar conforme alteracdes ambientais. Algumas
espécies apresentam o metabolismo CAM facultativo, um fisiotipo caracterizado pela indugao
da via CAM por diferentes estresses ambientais, como a seca. Em geral, a mudanca da
expressdo da via C3 para CAM ou o aumento da expressao CAM sdo acompanhados pelo
aumento na eficiéncia do uso da dgua, contribuindo para sua sobrevivéncia em ambientes
desfavoraveis (HERRERA, 2008). Diversas orquideas epifitas brasileiras apresentam
caracteristicas compativeis com o metabolismo CAM facultativo, especialmente em resposta a
ambientes com alta luminosidade e limitacdo hidrica (STANCATO; MAZZAFERA;
BUCKERIDGE, 2002).

A seca ¢ um dos principais estresses abioticos que afetam o crescimento e a produtividade
das plantas. Entre as complexas respostas fisiologicas observadas, estdo o fechamento
estomatico, a reducdo da assimilagdo de CO: e a diminuicdo do desempenho fotossintético, o
que compromete o balango energético celular (CARVALHO et al., 2008). Essas alteracdes
podem ser monitoradas pela fluorescéncia da clorofila a, uma técnica ndo destrutiva e sensivel
as alteracoes no fotossistema II, amplamente utilizada para detec¢do de estresse hidrico

(BANKS, 2018; ZHANG et al., 2021). Sob condi¢des de déficit hidrico, a redugdo da



disponibilidade de CO: devido ao fechamento estomatico pode levar ao excesso de energia
excitada nos centros de reagao do fotossistema II. Esse desequilibrio favorece a ocorréncia de
fotoinibic¢do, caracterizada pela redugdo da eficiéncia fotoquimica, frequentemente evidenciada
por menores valores de Fv/Fm e da eficiéncia quantica efetiva do PSII (®PSII). Dessa forma,
a diminui¢do desses parametros indica limitagdes no uso da energia luminosa € um
comprometimento funcional do aparato fotossintético em plantas submetidas ao estresse
hidrico (BAKER, 2008; MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Essas respostas fisiologicas ao déficit hidrico sdo particularmente relevantes em plantas
epifitas, que frequentemente enfrentam oscilacdes na disponibilidade de agua em seus
ambientes naturais. Entre essas plantas, muitas espécies de orquideas apresentam adaptagdes
morfofisiologicas associadas a conservagao hidrica, incluindo, em alguns casos, a expressao
do metabolismo acido das crassulaceas (CAM), o que reforga seu interesse em estudos voltados
a tolerancia ao estresse hidrico e ao desempenho fotossintético (LUTTGE, 2004; HERRERA,
2009; ZOTZ; WINKLER, 2013).

Cattleya walkeriana Gardner ¢ uma orquidea epifita, nativa ¢ endémica do Brasil, com
ocorréncia predominante no bioma Cerrado, embora também possa ser encontrada em regioes
de Mata Atlantica e da Amazonia (FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2025). Devido seu alto
valor ornamental, C. walkeriana ¢ amplamente explorada e sofre com a pressdo do crescimento
urbano sobre suas areas naturais, o que tem contribuido para a redugdo significativa de suas
populacdes. E considerada como uma espécie “Vulneravel” (VU) conforme classificagio
quanto ao risco de extincdo (MARTINELLI; MORAES, 2013). Neste contexto, a propaga¢ao
in vitro aparece como uma alternativa para a producdo de mudas e contribuicdo para a
exploracao sustentavel e a conservagao da espécie. Entretanto, durante a micropropagagao, as
plantas sdo cultivadas em condigdes artificiais que diferem do ambiente natural, exigindo
ajustes fisioldgicos, anatomicos e metabolicos para garantir o sucesso da propaga¢do. Em
plantas cultivadas in vitro, a alta umidade, baixa luminosidade e a nutri¢do heterotréfica podem
resultar em anomalias estruturais, como estomatos disfuncionais e tecidos pouco
desenvolvidos. A fase de aclimatagdo pds-cultura €, entdo, essencial, pois permite que as
plantas restabelecam gradualmente sua funcionalidade fisioldgica e se adaptem as condi¢des
externas (ISAH, 2015).

Considerando que C. walkeriana habita regides sazonalmente secas do Cerrado, ¢ possivel
que também apresente a via CAM como estratégia fisioldgica de sobrevivéncia neste ambiente.
Embora ainda nao existam estudos especificos que confirmem essa via para a espécie, outros

estudos indicam a expressao da via CAM para espécies congenéricas, como Cattleya guttata



Lindl. e Cattleya forbesii Lindl (LIMA et al., 2022). Entretanto, a alta umidade, a baixa
luminosidade e a nutricao heterotrofica podem nao induzir a expressao CAM, o que imporia
maior dificuldade ao processo de aclimatagdo visando a reintroducdo das plantulas.
Compreender em que condi¢des de estresse hidrico o metabolismo CAM pode ser ativado pode
contribuir para estratégias de aclimatagao das plantulas obtidas in vitro. Diante disso, parte-se
da hipdtese de que o estresse hidrico seja capaz de induzir ou intensificar a expressao de
respostas fisioldgicas associadas ao metabolismo CAM em plantulas de Cattleya walkeriana,
especialmente apos a fase de aclimatagdo, em que as plantas passam a enfrentar condi¢des
ambientais mais variaveis em relagdao ao cultivo in vitro. Para avaliar o estresse hidrico nas
plantulas de C. walkeriana, o contetido relativo de agua e a fluorescéncia da clorofila a foram

avaliados em plantas in vitro e cultivadas em diferentes potenciais hidricos.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

Plantulas de C. walkeriana cultivadas in vitro por um ano foram utilizadas nos
experimentos. Elas foram produzidas pela empresa Ayelttac de acordo com o protocolo
estabelecido por Galdiano ef al. (2014) e doadas pela Companhia Brasileira de Metalurgia e
Mineracao para a realizagdo de experimentos visando sua reintroducdo e conservagdo. As
plantas foram retiradas dos frascos, lavadas em agua destilada e dispostas em tubos de ensaio
de 40 ml, utilizando como substrato Sphagnum (Figura 1). Dez plantas retiradas diretamente
dos frascos foram lavadas e submetidas imediatamente as analises fisiologicas. Posteriormente,
150 plantas foram removidas dos frascos e aclimatadas por 30 dias em condicdes de luz (~3,98
mol m2 dia™! e fotoperiodo de 12 horas) e temperatura (~25°C) controladas, no Laboratorio de
Anatomia, Desenvolvimento Vegetal e Interagdes (LADEVI), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Durante este periodo, todas as plantulas foram irrigadas a cada dois dias,
em regime de dias alternados, até alcancar a capacidade de campo do substrato. Apos os 30
dias, 30 plantulas foram utilizadas para avaliagdes no tempo inicial (plantas aclimatadas) e as
demais foram submetidas a cada um dos tratamentos (30 plantulas em cada), sendo novamente
avaliadas apos 30 dias de experimento. As plantulas foram avaliadas quanto a expressdao do
metabolismo CAM, o contetudo relativo de dgua (CRA), o conteudo de saturagdo hidrica, o

potencial hidrico foliar e a atividade fotoquimica das folhas (fluorescéncia da clorofila a).



Figura 1: Transicao das plantulas de Cattleya walkeriana do cultivo in vitro para a fase de aclimatacao.
(A) Plantulas cultivadas in vitro em frasco de cultivo; (B) plantulas de C. walkeriana ap6s remogao do
meio de cultura e lavagem do sistema radicular; (C) substrato de Sphagnum utilizado no processo de

aclimatagdo; (D) plantulas transplantadas para tubos de ensaio contendo substrato de Sphagnum.

O estresse hidrico das plantulas de C. walkeriana, foi induzido por meio da adicdo de
diferentes concentragdes de Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) em solucdes, considerando
quatro tratamentos distintos. O PEG 6000 ¢ um agente osmotico de alto peso molecular que
reduz o potencial hidrico da solucdo, dificultando a absor¢do de 4dgua pelas plantas sem ser
facilmente absorvido pelos tecidos vegetais. Dessa forma, sua utilizagdo permite simular
condi¢des de déficit hidrico de maneira controlada, sem provocar toxicidade direta as plantulas.
As solugoes foram aplicadas com o auxilio de pipetas de Pasteur, até atingir a capacidade de
campo do substrato. A concentracdo de (A) foi tida como tratamento controle, sendo mantida
a irrigacdo a cada dois dias com 4gua destilada. As concentracdes de PEG 6000 foram baseadas
nos experimentos de Villela et al. (1991) e Michael & Kaufmann (1973) e foram preparadas
para simular diferentes potenciais hidricos (‘¥'s), sendo a solugdo (B) com ¥s de -0,03 MPa, a
solucao (C) com ¥s de -0,06 MPa e a solugdo (D) com W¥s de -1,00 MPa, conforme indicado
na Tabela 1.



Tabela 1 - Concentracao de PEG 6000 para os diferentes tratamentos

Solugado Y (MPa) 2/100 ml
A 0 0
B -0,03 151,402
C -0,06 223,664
D -1,0 295,713

Avaliacio do balanco hidrico

O potencial hidrico foliar (Yw) foi determinado com auxilio de uma bomba de Scholander
(Soilmoisture, Estados Unidos). Dez folhas das plantulas de C. walkeriana in vitro e controle
foram colocadas individualmente na camara de pressdao. As plantulas submetidas ao estresse
hidrico (Solugdes B, C e D) perderam parte de suas folhas e ndo puderam ter este parametro
avaliado. A pressao exercida na folha sem que ela se parta e capaz de inverter o fluxo no xilema
foi utilizada para determinar o potencial hidrico foliar.

O conteudo relativo de agua (CRA) foi calculado para avaliar a quantidade de 4gua nas
folhas nos diferentes tratamentos (in vitro, aclimatadas, e com solugdo A, B, C ¢ D de PEG
6000). O conteudo relativo de dgua: CRA= (MF-MS) / (MT-MF) *100 foi obtido utilizando
uma folha de cada individuo (n=10) imediatamente pesada em balanga analitica (Shimadzu,
Japao) para obtencao da massa fresca (MF). Posteriormente, foi colocada em agua destilada
por 24 horas para obten¢do da massa targida (MT). Para obtencdo da massa seca (MS), as
folhas foram secas em estufa a 60°C por 48 horas ou até atingirem peso constante (TURNER,
1981). O contetdo de saturagdo hidrica (CSH) foi determinado a partir da férmula CSH = (MT
— MS) /MS conforme Ogburn & Edwards (2012).

Avaliacao da expressio do metabolismo CAM

A expressao do metabolismo (CAM) foi avaliada pela variagao diurna dos 4acidos organicos
em plantulas de todos os tratamentos (in vitro, controle e condi¢des de estresse hidrico). A
variacdo diurna dos acidos organicos foi determinada através da titulacdo dos acidos organicos
no periodo da manha (6 horas) e no periodo noturno (18 horas). Foram pesados
aproximadamente 0,200 g de folhas frescas (n=10), que foram transferidos para um tubo de

ensaio. Em seguida, foram adicionados 5 ml de 4gua deionizada previamente fervida, e o tubo
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foi colocado em banho-maria a 100 °C por cerca de cinco minutos. Apos esse periodo, o
material foi deixado em repouso até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, foram
pipetados 2,5 ml da solugdo resultante da fervura do material e transferidos para um Erlenmeyer
de 50 ml. Foi adicionada uma gota de fenolftaleina em cada frasco e, posteriormente, a titulagao
foi realizada com a solugao de NaOH 0,01 N. O ponto de viragem foi identificado pela mudanca

de coloracdo para magenta, momento em que o volume gasto foi registrado.

Avaliacao da fluorescéncia da clorofila a

Para acompanhar o estresse ocasionado pelos diferentes tratamentos (in vitro, aclimatadas,
e com solugdao A, B, C e D de PEG 6000), foi avaliada a fluorescéncia da clorofila a no
fotossistema II (PSII) nas folhas de 6 individuos (LICHTENTHALER & MIEHE 1997). Foi
utilizado um fluorimetro por imagem (Handy Flour-Cam - PSI (Photon Systems Intrumencts),
acoplado ao software FluorCam 7.0, através do protocolo “Quenching”, considerando os
parametros: rendimento quintico méximo do fotossistema II (PSII) (Fv/Fm) (OXBOROUGH
2004), eficiéncia quantica do PSII adaptado a luz (® PSII) (Genty ef al. 1989), a razdo de
declinio da fluorescéncia (Rfd) como um parametro empirico para acessar a vitalidade da planta

(LICHTENTHALER & MIEHE 1997) e o rendimento néo fotoquimico (NPQ).

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando os softwares JMP versao 5, R
(versdo 4.5.2) e GraphPad Prism 8. Inicialmente, os conjuntos de dados foram avaliados quanto
a distribui¢do de normalidade por meio do ajuste a distribui¢do normal. Valores de p superiores
a 0,05 indicaram distribui¢do normal dos dados. Quando os pressupostos de normalidade foram
atendidos, as diferencas entre os tratamentos foram analisadas por analise de variancia
(ANOVA). Em casos em que a ANOVA indicou diferencas significativas (p < 0,05), as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey. Para os dados que ndo atenderam aos pressupostos de
normalidade (p < 0,05), foram utilizados testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis e pos-teste
de Dunn (Bonferroni)), considerando o tratamento como varidvel categorica. Nesses casos, as
diferencas entre os grupos foram avaliadas por meio de testes baseados em estatistica do tipo
qui-quadrado. Quando a comparacdo envolveu apenas dois tratamentos, foi utilizado o teste t
de Student. Diferengas estatisticamente significativas foram consideradas para valores de p <

0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacao do balanco hidrico

O conteudo relativo de d4gua (CRA) apresentou diferencga significativa entre os tratamentos,
permanecendo similar entre as plantulas in vitro, aclimatadas e controles. Quando submetidas
aos diferentes niveis de estresse hidrico, observou-se reduc¢ao significativa do CRA, indicando
que o déficit hidrico afetou diretamente o estado hidrico das folhas (Figura 2). A reducdo nos
valores de CRA nas folhas sob estresse confirma a eficiéncia do protocolo de indug¢do hidrica
por PEG 6000, uma vez que a diminui¢do do potencial hidrico resulta na menor absorcao de
agua pelos tecidos foliares, conforme descrito por Michel & Kaufmann (1973) e Villela et al.

(1991).
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Figura 2: Balango hidrico em folhas de Cattleya walkeriana cultivadas in vitro, aclimatadas e
submetidas a condigdes de estresse hidrico em camara de crescimento. Aclimatada (30 dias); Plantulas
controle (irrigadas com agua destilada por 30 dias ap6s aclimatadas), Yw = -0,03 (30 dias depois de
aclimatadas); Yw = -0,06 (30 dias depois de aclimatadas); e ¥w = -1,0 (30 dias depois de aclimatadas).
(A) Conteudo relativo de agua (CRA) e (B) Conteudo de saturacdo hidrica (CSH).

Os valores do CSH foram similares para as folhas das plantulas in vitro e aclimatadas.
Porém, as plantulas controle e submetidas aos tratamentos de estresse hidrico indicaram valores

menores do que as plantulas in vitro. Apos 60 dias de remocao dos frascos, ndo havia novas
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folhas. Esses resultados nos fazem pensar que, apos 60 dias, alteracdes na composicao e,
portanto, nas propriedades da parede celular sdo fisiologicamente perceptiveis ¢ podem ter
relacdo com a diminuigdo da elasticidade e do menor potencial de retencdo hidrica. A parede
celular vegetal € uma estrutura altamente dindmica que responde ao déficit hidrico por meio de
um remodelamento significativo de sua matriz polissacaridica, especialmente das pectinas, cuja
organizacao estrutural desempenha papel central na regulacdo da elasticidade celular
(CARPITA; GIBEAUT, 1993; REITER, 2002). Alteragdes no grau de metilesterificagdo das
homogalacturonanas (HGs) favorecem a formacdo de ligagdes cruzadas mediadas por Ca?',
resultando em uma parede mais rigida e menos extensivel, o que compromete a capacidade de
acomodacao hidrica dos tecidos (PEAUCELLE et al., 2011; DU et al., 2022). Além disso,
mudangas nas interagdes entre pectinas, hemiceluloses e microfibrilas de celulose alteram as
propriedades mecanicas da parede, reduzindo sua plasticidade sob condi¢des de déficit hidrico
(SOMERVILLE et al., 2004; REITER, 2002). Alguns estudos, mostram ainda que pode haver
o acumulo de proteinas estruturais da parede celular, como extensinas e outras glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina, que reforgam a rede parede—matriz e contribuem para o aumento da
rigidez da parede (JAMET et al., 2006). Assim, os dados apontam para um remodelamento da
parede celular como um fator contribuinte para a menor elasticidade e capacidade de

armazenamento de dgua sob déficit hidrico.

Os valores de potencial hidrico (W) das plantulas de C. walkeriana, considerando as
plantulas in vitro e apos 30 dias de aclimatacdo, estdo apresentados na Tabela 2. Observa-se
que as plantulas avaliadas apds o periodo de aclimatagdo apresentaram valores médios de ¥

estatisticamente semelhantes com as plantulas in vitro (p- valor: 0.7966).

Tabela 2- Potencial hidrico (W, MPa) em plantulas de C. walkeriana in vitro e apos 30 dias
de aclimatacgao.

Média +

condicao n . ~ Mediana Minimo-Méximo
Desvio Padrao
In vitro 10 -1,236 £ 0,259 -1,175 -1,67 ¢-0,9
aclimatada 7 -1,316 £ 0,382 -1,55 -1,75 --0,85

A maior mediana observada nas plantas aclimatadas, assim como a amplitude dos valores
registrados, sugere variagdo individual na capacidade de ajuste hidrico durante o processo de

aclimatacdo. Esse comportamento ¢ compativel com o periodo de aclimatagcdo de plantas
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micropropagadas, no qual ocorrem alteracdes fisiologicas e metabdlicas associadas a transicao
do ambiente in vitro para ex vitro (ISAH, 2015). Embora os dados tenham sido avaliados
apenas nas condig¢des in vitro e aclimatada, em func¢ao da limitacdo de material vegetal para
aplicagdo da técnica em todos os tratamentos, os resultados obtidos complementam as andlises
fotoquimicas, refor¢ando a ocorréncia de alteragdes fisiologicas associadas ao processo de

aclimatagdo das plantulas.

Avaliacao da fluorescéncia da clorofila a

Os resultados das andlises de fluorescéncia da clorofila @ mostraram aumento significativo
da eficiéncia maxima do fotossistema II (Fv/Fm) e da eficiéncia quantica efetiva do PSII
(OPSII) nas plantulas aclimatadas em comparacdo as plantulas in vitro (Tabela 3). Esses
resultados sugerem que o processo de aclimatacdo promoveu recuperagdo funcional do aparato
fotossintético, reduzindo o estresse fisiologico tipico das condigdes in vitro, caracterizadas por

baixa luminosidade e elevada umidade.

Tabela 3- Resultados obtidos nas analises de fluorescéncia da clorofila a em plantulas de C.
walkeriana in vitro e ap6s 30 dias de aclimatagdo. Estdo representados dados do rendimento
quantico maximo do PSII (Fv/Fm), da eficiéncia quantica do PSII adaptado a luz (@ PSII, pmol
m™2s™), da razdo de declinio da fluorescéncia (Rfd) como um pardmetro empirico para acessar
a vitalidade da planta e do rendimento nao fotoquimico (NPQ).

condi¢do Fv/Fm @ PSII Rfd NPQ
Tnviro 06920031 04310073 2.796:0.612 2.604-0.818
aclimatada  0.752%-0,013  0,539+40,043 2,440,198 2.115+0,442
p- valor <0.001 <0.005 0.4649 0.1848
2:
Valor da =9.7718 t=35192 X 053407 t=_1.4148
estatistica

A auséncia de diferencas significativas nos parametros Rfd e NPQ indica que, apesar da
melhora observada na eficiéncia fotoquimica, os mecanismos de dissipa¢do de energia e a
vitalidade geral do PSII permaneceram relativamente estdveis durante o processo de
aclimata¢do. Resultados semelhantes foram descritos por Isah (2015), que observou
recuperagdo progressiva da eficiéncia fotossintética durante a aclimata¢do de plantas
micropropagadas, sem alteragdes expressivas nos mecanismos de dissipagdo de energia.

Os parametros fotossintéticos das plantulas de C. walkeriana submetidas a diferentes

concentragdes de PEG 6000 apds 30 dias de tratamento estdo apresentados na Tabela 4. Nao
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foram observadas diferengas significativas para os valores de Fv/Fm e ®PSII entre os
tratamentos (p > 0,05), indicando que a eficiéncia fotoquimica maxima e o rendimento quantico
efetivo do PSII ndo foram significativamente afetados pelas concentragdes de PEG avaliadas.
Esses resultados sugerem que, mesmo sob restri¢ao hidrica induzida, o fotossistema Il manteve

sua funcionalidade basica, sem evidéncias de fotoinibi¢ao acentuada.

Tabela 4- Parametros fotossintéticos das plantulas de C. walkeriana obtidas in vitro e tratadas
com diferentes concentragdes de PEG 6000 apds 30 dias de aclimatacdo. Estdo representados
dados do rendimento quantico méximo do PSII (Fv/Fm), da eficiéncia quantica do PSII
adaptado a luz (@ PSII, umol m™ s™), da razdo de declinio da fluorescéncia (Rfd) como um
parametro empirico para acessar a vitalidade da planta e do rendimento ndo fotoquimico

(NPQ).

condi¢ao Fv/Fm O PSII Rfd NPQ
Controle 0.670 £ 0.067 0.426 £ 0.086 2.816 £0.481 ab 2.621 £0.465 ab
-0,03 0.580 £ 0.071 0.380 £ 0.057 2.113£0.256b  1.960 +0.263 ab
-0,06 0.540 £ 0.095 0.306 £ 0.084 3.774 £ 1.806 a 3.842+ 1988 a
-1,0 0.650 £0.141 0.430+£0.156 2.545+0.134ab  2.295+0.290b
p- valor 0.070 0.164 <0.05 <0.05
2 —
Valorda a5 0346 X2 = 5.1042 x*=10.5681 X2 =9.8165
estatistica

Em contraste, diferencas significativas foram observadas para os parametros Rfd e NPQ (p
<0,05). Para Rfd, o tratamento -0,06 apresentou valores superiores em relagdo ao tratamento
-0,03, enquanto controle e -1,0 apresentaram valores intermediarios, ndo diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. De forma semelhante, para NPQ, o tratamento -0,06
apresentou os maiores valores, diferindo do tratamento -1,0, enquanto controle e -0,03 nao
diferiram significativamente dos demais. O aumento nos valores de NPQ, especialmente nos
tratamentos com maior concentracdo de PEG, indica intensificacdo dos mecanismos de
dissipagdo nao fotoquimica da energia luminosa, mecanismo frequentemente associado a
protecdo do aparato fotossintético sob condi¢des de estresse. As variagdes observadas em Rfd
indicam alteragdes na capacidade de ajuste dos fotossistemas, refletindo ajustes fisiologicos
relacionados ao balango entre assimilacdo de carbono e dissipacdo de energia. Assim, 0s

resultados indicam que o estresse hidrico imposto pelo PEG 6000 afetou principalmente
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parametros associados a regulacao e fotoprotecao do aparato fotossintético, sem comprometer
diretamente a efici€éncia fotoquimica maxima das plantulas. Esse comportamento sugere uma
resposta de ajuste fisioldgico ao estresse, na qual a modulagdo dos processos de dissipagao de
energia contribui para a manutengdo da integridade funcional do aparato fotossintético em C.

walkeriana.

Avaliacao da expressao do metabolismo CAM

A variacdo diurna dos acidos organicos titulaveis diferiu significativamente entre as
plantulas cultivadas in vitro e aquelas ap6s 30 dias de aclimatagao (Figura 3). As plantulas in
vitro apresentaram valores de AH" significativamente superiores aos observados nas plantulas
aclimatadas (t = 13,797; p < 0,001), indicando maior acumulo de 4cidos organicos nessa

condigao de cultivo.
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Figura 3: Variagdo diurna dos acidos organicos titulaveis (AH*, mmol H* g MF) em folhas de
plantulas de Cattleya walkeriana cultivadas in vitro e ap6s 30 dias de aclimatagdo. A comparagdo entre

os grupos foi realizada pelo teste t de Student (p < 0,001).

O elevado aciimulo de 4cidos organicos nas plantas cultivadas in vitro sugere a ocorréncia
de comportamento metabolico semelhante ao CAM, possivelmente favorecido pelas condigdes
artificiais de cultivo, como elevada umidade relativa, ambiente fechado e disponibilidade
continua de carboidratos. Esse resultado indica que a expressdao da via CAM em Cattleya

walkeriana pode ser modulada pelo ambiente de cultivo, mesmo na auséncia de estresse hidrico



16

direto, conforme descrito para espécies com metabolismo CAM facultativo (HERRERA, 2009;
GILMAN & EDWARDS, 2020).

Considerando apenas as plantulas aclimatadas submetidas aos diferentes niveis de estresse
hidrico, foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 4) (ANOVA,
p <0,01). No entanto, a variacao observada entre os grupos ndo seguiu um padrdo progressivo
de aumento da acidez titulavel em fun¢ao da intensificagdo do estresse hidrico. O tratamento
correspondente a —0,06 MPa apresentou os maiores valores médios de AH", diferindo
significativamente do tratamento —1,0 MPa, enquanto os demais tratamentos apresentaram

comportamento intermediario.

1504 ab bc a c

—
o
=

AH' (mmol H' g”" MF)
S

o

Controle -0,03 -0,06 -1.0
Tratamentos

Figura 4: Variacdo diurna dos acidos organicos titulaveis (AH*, mmol H* g' MF) em folhas de
plantulas aclimatadas de Cattleya walkeriana submetidas a diferentes niveis de estresse hidrico
induzido por PEG 6000. As letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos, de

acordo com ANOVA seguida do teste de Tukey HSD (p < 0,05).

Dessa forma, embora tenham sido detectadas diferengas pontuais entre os tratamentos, a
auséncia de um aumento consistente e gradativo da acidez titulavel nas plantulas submetidas
ao PEG 6000 indica que, nas condi¢cdes experimentais avaliadas, o déficit hidrico ndo foi
suficiente para induzir ou intensificar a expressao do metabolismo CAM em C. walkeriana.

Esse comportamento sugere que a ativagao dessa via pode estar mais associada a caracteristicas
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fisiologicas e anatomicas especificas da espécie do que exclusivamente a disponibilidade
hidrica, uma vez que nem todas as orquideas epifitas expressam CAM de forma robusta sob
estresse, especialmente aquelas com folhas menos suculentas (LUTTGE, 2004; HERRERA,
2009; ZOTZ & WINKLER, 2013).

CONCLUSAO:

Os resultados obtidos demonstram que plantulas de Cattleya walkeriana apresentam
capacidade de ajuste fisioldgico frente as mudangas impostas pela aclimatagdo e pelas
condigdes de cultivo, evidenciando plasticidade funcional importante para sua manuten¢do ex
vitro. A melhora no desempenho fotoquimico observada apos a aclimatacdo indica que esse
processo favorece o restabelecimento da atividade fisiologica das plantulas, tornando essa
etapa essencial para o sucesso do cultivo e da propagacgdo da espécie.

Embora a hipotese inicial previsse a indugdo do metabolismo CAM sob estresse hidrico, os
resultados mostraram que essa resposta nao foi intensificada nas condigdes experimentais
avaliadas. Ainda assim, esse achado ¢ relevante, pois sugere que C. walkeriana pode responder
ao déficit hidrico por meio de outros mecanismos fisiolégicos de tolerancia, sem
necessariamente recorrer ao aumento da atividade CAM.

Dessa forma, este trabalho contribui para ampliar o entendimento sobre a fisiologia de
orquideas epifitas micropropagadas, especialmente no que se refere as respostas ao estresse
hidrico e ao processo de aclimatacdo. Além disso, os resultados fornecem subsidios
importantes para o manejo de plantulas em condi¢des de cultivo, com potencial aplicagdo em
estratégias de conservagdo e producdo sustentavel de uma espécie nativa, ornamental e

ameagcada.
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