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Resumo:

Os pigmentos fotossintéticos séo responsaveis por grande parte da absorcao da luz
no espectro do visivel (400-700 nm). No entanto, as propriedades fisicas e quimicas
da folha influenciam fortemente os parametros espectrais, o que torna dificil separar
os efeitos decorrentes da interacdo da luz com os pigmentos nos cloroplastos e a
parte estrutural (extra-cloroplastidica). Uma importante ferramenta para este tipo de
estudo é a utilizacdo de folhas variegadas. Através de cruzamento de dados de
refletdncia, transmitancia e absorbancia da luz com analises anatémicas de folhas
albinas (sem pigmentos) e verdes da espécie Hibiscus rosa-sinensis “Variegata” bem
como de folhas amarelas (com carotenoides, porém sem clorofilas) e verdes da
espécie Codiaeum variegatum, buscou-se demonstrar qualitativamente os efeitos
combinados da estrutura fisica e de seus pigmentos sobre a assinatura espectral
das folhas. Os resultados mostram que 0s pigmentos cloroplastidicos respondem
pela maior parte da absorbéancia foliar da luz no espectro do visivel, sendo baixa a
interferéncia extra-cloroplastidica nessa faixa espectral.

Introducao

As plantas dependem da luz para regular e conduzir varias respostas e processos
fisiolégicos no seu crescimento e desenvolvimento. A fotossintese inicia-se na
captura da energia luminosa por uma rede de pigmentos fotossintéticos. As clorofilas
sdo essenciais para a conversdo de energia luminosa em energia quimica
armazenada em moléculas organicas complexas, assim como 0s carotenoides séo
responsaveis pela dissipacdo do excesso de energia que chega ao complexo
antena. Assim, as variacbes no conteudo dos pigmentos podem fornecer
informacdes sobre o estado fisioldgico das plantas.

A maior parte das analises envolvendo pigmentos fotossintéticos sao realizadas
através de métodos que envolvem a extracdo e quantificacdo por
espectrofotometria, no entanto, ndo sao representativas da condi¢cdo in vivo. Nao
obstante, a folha é constituida por diversos componentes celulares como celulose
nas paredes celulares, proteinas e lipidios, substancias fendlicas, além de agua
contendo outros solutos. Ainda uma estrutura compartimentalizada de organelas
incluindo o cloroplasto. Essa complexidade dificulta a andlise da absorbancia
exclusiva dos pigmentos fotossintéticos uma vez que a radiacdo que chega a
superficie da folha também interage com os componentes extra-cloroplastidicos.
Neste sentido, uma importante ferramenta para este tipo de estudo seria utilizacao
de folhas variegadas. A variegacdo de plantas € caracterizada pela presenca de
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setores brancos (albinos) ou amarelos em tecidos e 6rgdos normalmente verdes.
Enquanto os setores albinos contém alteracbes a niveis de plastidios e néo
possuem pigmentos fotossintéticos, e 0s setores amarelos possuem carotenoides,
mas nao clorofilas, os setores verdes contém cloroplastos estruturalmente normais.
Plantas variegadas podem auxiliar na distincdo dos efeitos da estrutura foliar sobre
as propriedades opticas da folha que normalmente sdo mascarados pela presenca
de outras substancias. Através de cruzamentos de dados entre 0s parametros
espectrais de folhas verdes, albinas e amarelas, e perfis anatdbmicos pode-se avaliar
as caracteristicas especificas das propriedades Opticas de uma folha.

Materiais e métodos

1- Material vegetal : folhas variegadas das espécies Hibiscus rosa-sinensis
“Variegata” e Codiaeum variegatum, disponiveis no Horto Didatico do Departamento
de Biologia na Universidade Estadual de Maringa (UEM).

2- Andlise dos parametros espectrais da folha  in vivo: pequenos setores albinos
e pigmentados, amarelos e verdes, foram coletados das folhas variegadas e
imediatamente avaliado o espectro da reflectancia (R) e transmitancia (T)
diretamente por meio de acoplamento de dois espectrorradiometros (ASD inc; Fild
Spec® 3) calibrados e colimados antes do uso. A absorbancia (A) foi considerada
como sendo a fracdo calculada pela equagcdo A =1 — (R+T).

3- Determinacéo da curva de absorcao de pigmentos e xtraidos : segmentos de 2
cm? de limbo de setores albinos e pigmentados, amarelos e verdes, foram utilizados
para quantificagcdo dos teores de clorofilas e carotenoides totais. A extragcédo foi
realizada com imersdo, no escuro e em temperatura ambiente, por 24 horas em
solugdo de acetona 80:20 (v/v) saturada com CaCOs;. Para leitura do espectro de
absorcéo (400-700 nm) foi utilizado um espectrofotometro (Shimadzu UV-2450 com
software UV-Probe v.2.34, Shimadzu Corporation, Japan).

4- Analises de microscopia Optica : Foram cortadas secbes a méao livre da
epiderme do material fresco para observacao dos estdmatos. Em adigéo, secdes de
limbo foliar dos setores albinos e pigmentados, amarelos e verdes, das folhas
variegadas foram fixadas em solu¢do Karnovsky modificada contendo glutaraldeido
2,5%, paraformaldeido 2% em tampao cacodilato 0,05 M (Karnovsky, 1965)
mantidas na solugéo por no minimo 1 hora. Foi realizada a desidratacdo em série de
solugdes alcodlicas (50, 70, 80, 90, 95 e 95%), e posterior infiltracdo e inclusdo em
historesina (Leica®, Historesin). Em seguida as amostras foram cortadas em
microtomo de mao para confeccdo de laminas semi-permanentes conforme
metodologia descrita em Souza et al. (2005). As imagens digitais foram obtidas em
microscopio (Leica) acoplado a um computador com o software Leica Application
Suite®. As medidas foram realizadas com auxilio do software Image-Pro-Plus® v.4.5
e calibrados com uso de lamina de referéncia de medigao.

Resultados e Discussao

Apesar de os pigmentos fotossintéticos serem responsaveis pela maior parte da
absorcdo da luz no espectro do visivel, ha uma interacdo da luz com a propria
estrutura foliar, uma vez que esta é constituida por diversos componentes celulares.
As folhas albinas apresentam maiores fatores de reflectancia e de transmitancia que
as folhas pigmentadas, ja que estas, teoricamente, ndo possuem pigmentos capazes
de absorver a luz. Para a espécie C. variegatum, efeito similar ocorre com as folhas
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amarelas, as quais ndo possuem clorofilas, mas contém carotenoides. No entanto,
ressalta-se que as assinaturas espectrais sdo distintas entre si (Figura 1).

Nas folhas albinas, h4 alguma absorcdo da luz na faixa correspondente ao violeta e
azul, aléem de um pico caracteristico de absorcdo de luz por clorofilas em 674 nm
(vermelho). No entanto, as células parenquimaticas das folhas albinas se mostram
ausentes de cloroplastos, e consequentemente sem clorofilas. Ao analisar mais
detalhadamente, na epiderme abaxial das folhas albinas foram identificadas nas
células guarda a presenca de cloroplastos. Logo, o pico de absorbancia encontrado
nas folhas albinas, é resultante do efeito das clorofilas presentes nas células guarda.
Ainda, as células guardas dos setores albinos tem aparéncia similar aos setores nao
mutantes e caracteristica da planta em estudo, conforme apresentado na Figura 2. O
fato de esta absorcéo da luz pela folha albina néo ter sido encontrada na anélise da
absorbéancia de pigmentos “in vitro”, se deve a baixa concentracdo de pigmentos.
Entretanto, usando-se metodologias diferentes foi possivel identificar a sua
interferéncia sobre a assinatura espectral da folha.

O padrao de absorbancia das folhas verdes de C. variegatum é comum a demais
folhas verdes ja mensuradas. No entanto, na folha amarela, considerando a
presenca dos carotenoides, mas ndo de clorofilas, possui maior absorbancia de luz
violeta e azul-esverdeada, apresentando inflexdo dos 350 até 500 nm, em seguida, a
absorbancia decresce acentuadamente. Esse fendmeno separa o efeito dos
carotenoides e da estrutura da folha, do efeito de absorcé&o de luz pelas clorofilas.
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Figura 1 — Dados de reflectancia, transmitancia, absorbancia de folhas e pigmentos in vitro das
espécies Hibiscus rosa-sinensis ‘Variegata’' e Codiaeum variegatum.
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Figura 2- Imagens de microscopia 6ptica do mesofilo e estbmatos de folhas verdes (A) e albinas,
evidenciando a auséncia de cloroplastos nas células mesofilicas (B) da espécie Hibiscus rosa-
sinensis “Variegata” e folhas verdes (C) e amarelas (D) da espécie Codiaeum variegatum. Pontos
escuros nos cortes de Hibiscus demonstram acumulo de mucilagem. Escala: 50 pm.

Conclusbes

A assinatura optica de folhas albinas mostram alguma interferéncia de componentes
extra-cloroplastidicos em comprimentos de onda correspondentes ao violeta e ao
azul, possivelmente sobre efeito das substancias fendlicas presentes nas células.
Ainda, em folhas amarelas demonstra-se um forte efeito dos carotenoides em
comprimentos de onda inferiores a 500 nm. De maneira inesperada, folhas albinas
(ou setores albinos das folhas) apresentam células-guarda com pigmentos e
morfologia similares aquelas de folhas verdes, cuja interferéncia espectral pdde ser
detectada. De modo geral, os pigmentos cloroplastidicos respondem pela maior
parte da absorbancia foliar da luz no espectro do visivel, sendo baixa a interferéncia
extra-cloroplastidica nessa faixa espectral.
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