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RESUMO GERAL

Estudo das propriedades dpticas da folha: fatores que afetam a absorbancia da luz

e a efetiva participacdo de diferentes qualidades espectrais no perfil fotossintético

Este trabalho teve como objetivo investigar os fatores que afetam os parametros opticos
da folha, abrangendo o espectro da luz visivel (400 a 700 nm), e como as diferentes
qualidades espectrais atuam discriminadamente na capacidade fotossintética de uma
planta. Para tanto, no Capitulo 1 discute-se sobre quais atributos, sejam eles anatémicos,
estruturais, ou mesmo, ultraestruturais, distinguindo os efeitos dos pigmentos
fotossintéticos (cloroplastidico) e dos componentes estruturais (extra-cloroplastidicos),
que influenciam nos parametros espectrais e contribuem nas fragfes que séo efetivamente
absorvidas, transmitidas e refletidas pela folha. Testou-se a hipdtese de que ha pouca
interferéncia dos componentes extra-cloroplastidicos nos parametros de absorbancia da
folha, na faixa que corresponde ao espectro da luz visivel. Na segunda etapa referente ao
Capitulo 2, realizou-se uma avaliacdo minuciosa dos parametros fotossintéticos em
fungéo da particdo da luz incidente, considerando os respectivos padrdes de absorc¢do da
folha, além das alteracGes fenotipicas promovidas pelo ambiente em que as plantas se
desenvolveram. Nesta etapa testou-se a hipétese de que a luz verde conduz eficientemente
a fotossintese desde que seja absorvida. Buscou-se a melhor compreensdo de como as
plantas utilizam o espectro da luz visivel e as proporcdes relativas de energia (diferentes
qualidades espectrais) para ajustar sua estrutura, fisiologia e crescimento em condic¢des

de luminosidade adversas.

Palavras-chaves: Absorbancia, fotossintese, pigmentos, qualidade espectral.
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GENERAL ABSTRACT

Study of leaf optical properties: factors affecting light absorbance and the effective

participation of the different wavelengths on photosynthetic profile in plants.

This work aims to investigate the factors that affect the optical parameters of the leaf
covering the visible light spectrum (400 to 700 nm), and how different spectral qualities
act discriminately on the photosynthetic capacity of a plant. Therefore, in Chapter 1
discusses which attributes, whether anatomical, structural or even ultrastructural,
separating the effects of photosynthetic pigments (chloroplast) and structural components
(extra-chloroplast), that distinguishing the spectral parameters and contribute to the
fraction that are effectively absorbed, transmitted or reflected by leaves. The hypothesis
was tested that there is little interference of the extra-chloroplastid components in the
absorbance parameters of the leaf in the range that corresponds to the spectrum of visible
light. In the second step following to Chapter 2, a detailed evaluation of photosynthetic
parameters was performed as a function of the incident light partition considering the
respective absorption patterns of the leaf in addition to the phenotypic changes promoted
by the environment in which the plant developed. In this stage, the hypothesis that the
green light efficiently conducts photosynthesis if it is absorbed, was tested. We attempt
to find a better understanding of how plants use the spectrum of visible light and the
relative proportions of energy (different spectral qualities) to adjust their structure,
physiology, and growth in adverse light conditions.

Keywords: Absorbance, photosynthesis, pigments, spectral quality.
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INTRODUCAO GERAL

Entre os fatores ambientais, a luz exerce papel fundamental no crescimento e no
desenvolvimento das plantas. Caracteristicas como intensidade, qualidade espectral,
direcdo e duracdo da exposicdo a luz, fornecem importantes informagdes que sé&o
utilizadas pelas plantas na regulagdo de uma gama de processos fisiologicos, bioquimicos,
morfologicos e na regulacdo da expressdo de genes. Como parte de uma estratégia
evolutiva, as plantas desenvolveram mecanismos com alto grau de plasticidade que lhes
permite modular seu crescimento e desenvolvimento em resposta a tais sinais externos,
em especial, modificar sua estrutura, fisiologia e metabolismo em funcdo dos distintos
ambientes. A capacidade de ajuste destes processos durante o ciclo de vida da planta é
crucial para sua sobrevivéncia, além de maximizar a eficiéncia no acimulo de biomassa
em condigdes ambientais adversas.

Os diodos emissores de luz (LEDs) foram desenvolvidos, e tém sido utilizados
como uma fonte de luz alternativa para plantas devido a sua especificidade de
comprimento de onda, largura de banda estreita, melhor eficiéncia energética e
aquecimento minimo, além de maior vida util em comparagdo as lampadas
incandescentes ou fluorescentes. De tal forma, os LEDs podem oferecer uma combinacéo
do espectro da luz visivel para otimizar a fotossintese e o crescimento das plantas. Além
disso, a aplicacdo de LEDs com faixas de emissividade estreitas auxilia nos estudos
fisiolégicos, e pode contribuir para melhor compreensdo de como diferentes qualidades
de luz atuam nos processos fotossintéticos (fotoquimicos e carboxilativos) das plantas. O
conhecimento do comportamento fisioldgico das plantas em relacdo a qualidade espectral
incidente sobre a folha, pode ser uma importante ferramenta auxiliar no aumento de
producdo por unidade de area, por possibilitar o desenvolvimento de préaticas agricolas
mais sustentaveis que maximizam a fixagdo de carbono pelas plantas.

Neste trabalho, investigou-se os fatores que afetam os parametros épticos da folha,
e como as diferentes qualidades espectrais atuam discriminadamente na capacidade
fotossintética de uma planta. O objetivo foi de compreender o comportamento da luz no
perfil foliar e sua participacdo sobre o crescimento das plantas, em relagdo as diferentes
qualidades espectrais, dentro da faixa da luz visivel do espectro eletromagnético. Buscou-
se aprimorar o0 conhecimento sobre 0s mecanismos que controlam os processos de
eficiéncia da captura e absorcao de luz e a conversdo da energia em biomassa vegetal para

os diferentes comprimentos de onda.



CAPITULO 1

INTERFERENCIA DOS COMPONENTES CLOROPLASTIDICOS
E EXTRA-CLOROPLASTIDICOS NA ASSINATURA ESPECTRAL
DAS FOLHAS

RESUMO
Setores verdes, albinos e amarelos de plantas variegadas de diferentes espéecies foram
estudados, para compreender o comportamento da luz no perfil foliar. Em especial,
separando os efeitos decorrentes da interacdo da luz, com os pigmentos nos cloroplastos,
e a parte estrutural (extra-cloroplastidica), sobre os padrdes espectrais da folha. Para tanto,
foram analisados dados hiperespectrais de alta resolucdo dos parametros épticos de
refletdncia, absorbéncia e transmitancia foliar, dados anatdémicos, estruturais e
ultraestruturais, contetido de clorofila a, b e carotenoides, além do perfil de fluorescéncia
in vivo, com excitagdo nos comprimentos de onda fortemente (azul) e fracamente (verde)
absorvidos pelos pigmentos fotossintéticos, em setores verdes e albinos da espécie
Hibiscus rosa-sinensis “variegata” L. Mediante a implantacdo e viabilizagdo das
diferentes técnicas de analise, concluiu-se que os pigmentos presentes nos cloroplastos
respondem pela maior parte da absorbancia foliar da luz visivel do espectro
eletromagnético, sendo minima a absorcdo dos componentes extra-cloroplastidicos nessa
faixa espectral. A penetrabilidade da luz no perfil de uma folha verde é fortemente
influenciada pelos coeficientes de absorcdo das clorofilas, relativos aos diferentes
comprimentos de onda. Em geral, o alto coeficiente de absor¢cdo da luz azul pelas
clorofilas diminui a sua penetrabilidade ao longo do perfil foliar. Por outro lado, a
interacdo da luz com as préprias moléculas de pigmentos, particularmente para a faixa
espectral do verde (menor absortividade), aumenta o grau de espalhamento da luz no

perfil foliar e, consequentemente, a penetracdo da luz nessa faixa do espectro.

Palavras-chaves: Absorbancia, luz, pigmentos fotossintéticos, qualidade espectral,

reflectancia, transmitancia.



Abreviacoes:

A - absorbancia; Chla - clorofila a; Chly - clorofila b; Chla+, - clorofilas totais; Fr - pico
de emissdo da fluorescéncia da clorofila no vermelho (685 nm); Ffr - pico de emisséo da
fluorescéncia da clorofila no vermelho distante (730 nm); PAR - radiacéo

fotossinteticamente ativa; R - reflectancia; T - transmitancia.



1.1 INTRODUCAO

A luz é essencial como fonte de energia que conduz a fotossintese. No entanto, a
luz que incide sobre a superficie da folha ndo é totalmente absorvida, sendo uma fracéo
refletida e outra transmitida através do perfil foliar. Ainda, quando a luz incidente é
absorvida pelas clorofilas, por exemplo, as folhas exibem emissividade de fétons com
comprimentos de onda mais longos (fluorescéncia) (BUSCHMANN, 2007; LANG;
STOBER; LICHTENTHALER, 1991; PEDROS et al., 2008). De tal forma, compreender
o0s padrdes espectrais de reflectancia, transmitancia e da fluorescéncia da clorofila pode
contribuir para o melhor entendimento do comportamento da luz e, consequentemente,
sobre o perfil de penetrabilidade e absorcéo no interior das folhas (BALDINI et al., 1997;
DAVIS et al., 2011; FALCIONI et al., 2017; GATES et al., 1965; REDDY et al., 2001;
WOOLLEY, 1971; XIAO; THOLEN; ZHU, 2016).

Embora a absorcdo da luz seja um dos fatores mais importante associado as
respostas fisioldgicas das plantas, é também um dos pardmetros mais dificeis de
mensurar, pelo menos a nivel de sistema in vivo diretamente na folha (VOGELMAN;
HAN, 2000; HATIER; GOULD, 2007; BRODERSEN; VOGELMANN, 2010a). A
principal dificuldade na determinacdo da radiacdo absorvida, € que as folhas, como a
maioria dos outros sistemas bioldgicos, sdo bastante complexas do ponto de vista dptico,
e ndo apenas absorvem, mas também espalham a radiacéo que incide sobre elas. 1sso pode
promover alteracbes dos padrdes de difracdo e refracdo, e da interacdo da energia
eletromagnética (luz) com os componentes foliares, refletindo em uma complexa resposta
espectral das folhas.

A lamina foliar é constituida por diversos componentes estruturais como celulose
e lignina nas paredes celulares, proteinas e lipidios, compostos fendlicos, agua, solutos
dissolvidos no citosol e nos vacuolos, além de uma estrutura compartimentalizada de
organelas, incluindo os proprios cloroplastos onde estdo concentrados os pigmentos
fotossintéticos. Cada um deles tem suas préprias caracteristicas quimicas e a luz pode
interagir individualmente (mas ndo exclusivamente), afetando o espectro de absorcdo
(FOURTY et al., 1996). No entanto, essa complexa interacdo fisico-quimica e estrutural
dificulta a andlise da absorbancia, e as interpretaces dos resultados do ponto de vista
oOptico, em especial, quando pretende-se separar os efeitos decorrentes da interacdo da luz
com os pigmentos presentes nos cloroplastos e a parte estrutural (extra-cloroplastidicas)

das folhas.



Os pigmentos fotossintéticos sao responsaveis pela maior parte da absorcao da luz
no espectro do visivel (MORIWAKI et al., 2019; VOGELMANN, 1993). N&o obstante,
0s componentes estruturais tém grandes dimensdes, quando comparados com as clorofilas
e carotenoides que ficam agrupados em pequenas estruturas (complexos de antenas) em
alta concentracdo nas membranas dos tilacoides dos cloroplastos. A natureza
espectroscopica das células vegetais € muito diferente de uma solucdo tipica de pigmentos
extraidos e diluidos. A presenca de componentes estruturais associados a grandes espagos
intercelulares presentes no perfil foliar, podem potencializar os fenémenos de
difracdo/reflexdo e, em decorréncia disso, aumentar o caminho optico percorrido pela luz.
Isso aumenta a probabilidade de a luz encontrar um pigmento prontamente disponivel
para receber essa energia, levando ao aumento da absorcdo (GATES et al., 1965). Esse
fendmeno fisico esta intimamente ligado ao espalhamento da luz no interior da folha
(ATRASHEVSKII et al., 1999; GATES et al., 1965). Em geral, quanto menor o
coeficiente de absortividade, maiores sdo os indices de espalhamento no interior da folha
e 0 padrdo de reflexdo pode ser considerado difuso (ATRASHEVSKII et al., 1999).
Entretanto, o comportamento da luz em funcdo dos diferentes comprimentos de onda,
bem como a interferéncia de componentes extra-cloroplastidicos nos padrées épticos das
folnas sdo temas pouco explorados (BUSCHMANN; LANGSDORF;
LICHTENTHALER, 2008; HATIER; CLEARWATER; GOULD, 2013; LUZ, 2006).

Neste sentido, plantas variegadas podem fornecer particularidades sobre as
propriedades dpticas das folhas, distinguindo os efeitos dos componentes estruturais
foliares, que normalmente sdo mascarados pela presenca de pigmentos nos cloroplastos.
A variegacdo de plantas € caracterizada pela presenca de setores que exibem variagdo na
coloracdo em tecidos e 6rgaos normalmente verdes. Nas folhas, setores albinos contém
alteracdes a niveis de plastidios e ndo apresentam pigmentos fotossintéticos, enquanto
nos setores verdes, ocorre a presenca de pigmentos e cloroplastos estruturalmente normais
(ALURU et al., 2006; GLINSKA; GABARA, 2011). As variegacdes sdo geralmente
induzidas por mutacGes que impedem a formacao de cloroplastos, ou pela presenga de
plastidios com algum comprometimento na biossintese de pigmentos (exemplo: clorofilas
e carotenoides) (SAKAMOTO et al., 2009; YU et al., 2007). Em adic&o, folhas variegadas
com setores amarelos apresentam carotenoides, mas ndo clorofilas (MOLLICK et al.,
2011). Plantas deficientes em clorofila (albinas) também podem ser obtidas através da
aplicacdo de compostos quimicos inibidores da sintese de carotenoides (MAAS;
DUNLAP, 1989) como o clomazone (2-[(2-chlorophenyl)-methyl]-4,4-dimethyl-3-
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isoxazolidinone), uma classe de herbicida de aplicacdo direta no solo que atua na enzima
1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase (DXS; E.C 2.2.1.7), enzima chave na via do metil-
eritritol fosfato (MEP), responsavel pela sintese de isoprenoides plastidicos, como 0s
carotenoides e da cadeia de fitol. Um papel importante dos carotenoides € de proteger as
clorofilas da fotooxidacdo. O pigmento, atua na dissipacdo da formacao de clorofilas nos
estados mais reativos (singlet e triplet). Quando os carotenoides nédo estdo presentes no
cloroplasto, as clorofilas no estado triplet iniciam reagdes de degradacdo entre os quais
estdo a propria destruicdo das clorofilas. Este processo resulta no aparecimento do
fenotipo albino das plantas. Assim, o herbicida interfere no desenvolvimento de
cloroplasto e acimulo de pigmentos cloroplastidicos em espécies suscetiveis (DAYAN;
ZACCARO, 2012; FERHATOGLU; BARRETT, 2006).

O objetivo deste trabalho foi investigar o comportamento da luz no perfil foliar,
especialmente, separar quais sdo os efeitos decorrentes da interacdo da luz com os
pigmentos presentes nos cloroplastos e a parte estrutural (extra-cloroplastidicas) das
folhas. Para tanto, foi realizado um cruzamento de dados das analises ndo destrutivas dos
parametros espectrais de reflectancia, transmitancia e absorbancia da folha, com dados
anatdmicos, estruturais e ultraestruturais, além do contetdo de clorofila a, b e
carotenoides de setores verdes, albinos e amarelos das folhas variegadas de diferentes
espécies. Os parametros foram avaliados em cinco espécies de plantas com variegacdo
natural da sua coloracdo e uma espécie tratada com o herbicida clomazone. Os perfis de
fluorescéncia in vivo com excitacdo nos comprimentos de onda fortemente (azul) e
fracamente (verde) absorvidos pelos pigmentos fotossintéticos, em setores verdes e
albinos da espécie Hibiscus rosa-sinensis “variegata” L. também foram incluidos as
analises. As espécies foram especificamente selecionadas de forma a abranger uma ampla
variacdo anatbmica (estrutural e ultra-estrutural) e do conteddo de pigmentos
cloroplastidicos. Dados hiperespectrais de alta resolugdo foram utilizados para obter uma
descricdo mais acurada e detalhada das propriedades opticas das folhas in situ.



1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Material vegetal e delineamento experimental

Foram selecionadas cinco espécies de plantas variegadas. Plantas de milho foram
incluidas e tratadas com o herbicida clomazone (Fig. 1). Folhas saudaveis de
Pseuderanthemum carruthersii var. variegatum (W. Bull) Radlk, Hibiscus rosa-sinensis
“variegata” L., Graptophyllum pictum (L.) Griff,, Bougainvillea spectabilis var.
variegatum Willd, Codiaeum variegatum (L.) A. Juss, e Zea mays L. foram utilizadas de
forma a incluir nas anélises amplas variaces anatdmicas e estruturais e no conteudo de
pigmentos, em espécies Eudicotileddneas e Monocotileddneas. As plantas albinas de Zea
mays foram obtidas imergindo sementes em solucdo de clomazone 1% (v/v) durante 2
minutos e entdo transferidas para substrato comercial MecPlant® para germinagao. Folhas
jovens, saudaveis e completamente expandidas de cada espécie das plantas variegadas
foram coletadas no Jardim Boténico da Universidade Estadual de Maringd, para

realizacdo desse trabalho.



P. carruthersii G. pictum

B. spectabilis C. variegatum

Figura 1 — Imagem representativa das plantas avaliadas neste estudo, exibindo variegagdo das folhas. (A) Pseuderanthemum carruthersii var.
variegatum (W. Bull) Radlk, (B) Hibiscus rosa-sinensis “variegata” L., (C) Graptophyllum pictum (L.) Griff,, (D) Bougainvillea spectabilis var.
variegatum Willd, (E) Codiaeum variegatum (L.) A. Juss, and (F) Zea mays L. sob tratamento de clomazone (plantas verdes e albinas).



1.2.2 Propriedades Opticas foliares

Folhas jovens, completamente expandidas e visualmente sadias das plantas dos
diversos tratamentos (que incluem setores verdes, amarelos e albinos) foram coletadas e
imediatamente avaliado o espectro da reflectancia (R) e transmitancia (T). Os dados
foram obtidos por meio de acoplamento de dois espectrorradiémetros (ASD inc; Fild
Spec® 3) colimados, e calibrados antes do uso com um disco padrdo Spectralon® como
referéncia da reflectancia a 100%. Aplicou-se um feixe de luz de aproximadamente 2000
umol m2 s partindo do probe posicionado na face adaxial e entfo efetuou-se as leituras
do espectro de 350 a 2500 nm. No probe posicionado na face abaxial manteve-se a fonte
de luz desligada de modo que o sinal capturado pelo sensor fosse considerado como o que
foi transmitido através da folha. De tal forma, este procedimento experimental permite
medicdes diretas e simultaneas de R e T. Considerou-se a absorbancia como sendo a
fracdo calculada pela equacdo A =1 — (R+T) (FALCIONI et al., 2017). O equipamento
foi programado para realizar 30 leituras para cada amostra, gerando assim uma curva

espectral média.

1.2.3 Conteudo de pigmentos cloroplastidicos foliares

Clorofilas e carotenoides foram extraidos de segmentos de 4 cm? da regido medial
foliar. Os setores verdes, albinos e amarelos das espécies foram extraidos em acetona
80% (v/v) saturada com CaCOs a 25 °C. Os espectros de absorbancia das solugdes foram
mensurados com espectrofotdbmetro Lambda 1050 UV/VIS/NIR (PerkinElmer, Inc.,
Massachusetts, USA). As concentracdes de clorofilas e carotenoides foram estimadas
conforme Lichtenthaler et al., (1987). Diluigdes foram realizadas quando necessario.

1.2.4 Analises por microscopia optica

Cortes transversais de folhas frescas (mao livre) foram utilizados para estudos
histologicos, particularmente para observar onde os pigmentos estavam distribuidos ao
longo do perfil foliar. Adicionalmente, foram utilizados os mesmos blocos de corte
obtidos na anéalise de microscopia eletronica de transmissdo descrito abaixo, para analise
anatémica e estrutural das folhas. Os cortes foram obtidos com auxilio do ultramicrétomo
MTX Powertome X (Boeckeler Instruments RMC Products, Egham, UK; espessura de 1
um). Em seguida realizou-se a montagem das Iaminas que foram posteriormente coradas
com azul de toluidina tampé&o borax pH 4,0 (FALCIONI et al., 2018). As imagens foram
obtidas com um microscopio de luz Leica ICC50 (NuRloch, Germany).
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1.2.5 Microscopia eletrénica de transmissao

Seccéo do limbo foliar de aproximadamente 2 mm? dos setores verdes, albinos e
amarelos foram coletados e fixados em solucdo Karnovsky modificada contendo
glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, em tampdo cacodilato 0,05 M (pH 7,0)
(KARNOVSKY, 1965). As amostras foram mantidas na solucdo por pelo menos 24
horas. Em seguida foram pds-fixadas em solucdo de tetroxido de 6smio 1% em tampdao
cacodilato 0,05 M. Apds a fixagdo os seguimentos de limbo foram contrastados (em bloc)
com acetato de uranila 0,5% (overnight). Em seguida, procedeu-se a desidratacdo em série
de solugbes com concentracao crescente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%), e posterior
infiltracdo e inclusdo em resina epoxi Spurr low viscosity. As amostras foram entéo
transferidas para moldes especificos para polimerizacdo da resina, em estufa de
temperatura controlada (65-70 °C) por 72 horas para posterior obtencdo dos blocos de
corte. Os cortes semi-finos (800-1000 nm) em navalha de vidro e ultra-finos (65-70 nm)
em navalha de diamante foram obtidos com auxilio de um ultramicrotomo MTX
Powertome X. Os cortes ultra-finos foram coletados em grades de cobre especificas (300
mesh), contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963).
As analises foram realizadas com um microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM
1400 (Leica Microsystems Inc., lllinois, USA) em 80 kV.

1.2.6 Microscopia de epifluorescéncia de fragmentos epidérmicos

Fragmentos epidérmicos foram isolados (cortes a mao livres) das regies verdes
e variegadas das superficies superior (adaxial) e inferior (abaxial) das folhas.
Posteriormente, aplicou-se FDA (diacetato de fluoreceina; 5 mg mL™ diluidos em
acetona) (HUANG et al., 1986) nos fragmentos epidérmicos para visualizacdo dos
estdmatos e células epidérmicas pavimentosas com microscopia de epifluorescéncia
EKB-2F (Eikonal, S&o Paulo, Brasil). Realizou-se a excitagdo com azul (A460-470 nm)
utilizando filtro B para a detec¢éo da fluorescéncia do FDA. Este procedimento mantém

a integridade das células guardas das folhas.

1.2.7 Analise de fluorescéncia da clorofila nas folhas

As andlises espectroscopicas de emissdo da fluorescéncia da clorofila in vivo
foram registradas em setores verdes e albinos da Hibiscus rosa-sinensis “variegata” L. As
medigdes foram realizadas com excitacdo e detec¢do da emissdo na mesma face (adaxial-

adaxial e abaxial-abaxial) e com excitacdo e deteccdo da emissdo em faces opostas das
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folhas (adaxial-abaxial e abaxial-adaxial). Os comprimentos de onda selecionados para
excitagdo foram em A435 e A532 nm e as curvas espectrais de emissao coletadas entre 630
a 800 nm conforme Lichtenthaler et al., 1998. Foi utilizado um sistema de medi¢Ges com
feixes de Laser (ThorLabs, New Jersey, USA), com um sistema duplo de fibras Opticas
acoplados a detectores (sensores) colimados, com o feixe incidente do laser sob
temperatura ambiente (25 °C). Os espectros de fluorescéncia individuais das folhas foram
ajustados com curvas gaussianas, ap6s procedimentos de normalizacdo pela éarea, em
detrimento da padronizacdo em um dos picos. O intuito foi de avaliar as possiveis
variagdes dos componentes das amostras que se encontram sobrepostos nos espectros,
possibilitando as comparagdes dos picos de emissdo de fluorescéncia na banda do
vermelho (Fr) e do vermelho distante (Ffr). Este tratamento matematico foi realizado
fixando os centros das bandas em 665, 685, 706 e 740 nm. As bandas centradas em torno
de 665 e 706 nm foram utilizadas apenas para que a curva teorica representasse de forma
simil os dados experimentais (curvas de ajustes). Nas bandas 685 e 740 nm as larguras e

as areas permaneceram como parametros ajustaveis.
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Reflectancia, absorbancia e transmitancia foliar e conteido de pigmentos
fotossintéticos

O perfil espectral dos setores verdes (Fig. 2A, 2C e 2E) foram distintos dos setores
variegados (Fig. 2B, 2D e 2F). Nos setores albinos e amarelos foram observados elevados
indices de reflectancia e transmitancia em comprimentos de onda maiores que 530 nm
(Fig. 2B e 2F). Por outro lado, observou-se maiores taxas de absor¢édo entre 400-500 nm
nos setores amarelos das espécies G. pictum e B. spectabilis C. variegatum em relacdo
aos setores albinos das espécies P. carruthersii, H. rosa-sinensis e Z. mays (Fig. 2D).
Ainda, em comprimentos de onda superiores a 600 nm setores amarelos e albinos das
diferentes espécies estudadas, exibiram perfil espectral de absorbancia similar
demonstrando baixa interferéncia espectral dos carotenoides nas bandas do amarelo ao
vermelho (Fig. 2B).

Na regido do vermelho (660-680 nm) dos espectros, observou-se nos setores
variegados, pequeno pico de absor¢do caracteristico da presenca de clorofilas (Fig. 2D
inset). As quantificacbes Chla, Chlb e Chla+b mostraram valores que variam de 0,31 a
0,29 mg m?, (Fig 3D), e 0,04 a 4,1 mg g (Fig. 3F) entre as espécies. Ressalta-se que
esses valores sdo inferiores a 1% dos valores encontrados nas porcoes verdes dessas
folhas (Fig. 3C e 3E). De fato, o contetdo de clorofilas detectada na analise pode ser
atribuido a presenca das clorofilas residuais encontradas nas células guardas dos setores

variegados.
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Figura 2 — Curvas espectrais foliares (in vivo) de 350 a 700 nm das espécies avaliadas.
(A, B) reflectancia, (C, D) absorbancia e (E, F) transmitancia. (A, C, E) medicbes
realizadas em regides verdes e (B, D, F) medicdes realizadas em regides variegadas. Cada
repeticdo foi calculada com a média de duas medicGes a partir de duas folhas diferentes
da mesma planta. Inset indica o pico de absorbancia na regido do vermelho nas regides
variegadas. O erro padrdo € mostrado em cinza. (n=6-8+SE).
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Figura 3 — Curva espectral e conteddo dos pigmentos fotossintéticos extraidos em
solucéo. (A, B) curvas espectrais de absorbancia dos pigmentos fotossintéticos totais
(350-750 nm). (A) regides verdes e (B) regides variegadas. (C, D) contetdo de pigmentos
cloroplastidicos (fotossintéticos) expressos por unidade de area foliar e (E, F) unidade de
massa. Inset representa detalhes dos picos de absorcdo da regido do vermelho. Cada
repeticdo foi produzida através das médias calculadas para seis folhas diferentes. O erro
padrdo é mostrado em cinza nas curvas espectrais. (n=6x+SE).



1.3.2 Anatomia de folhas verdes e regides albinas e amarelas

PorgOes variegadas (amarelas ou albinas) e folhas de milho tratadas com
clomazone, apresentaram a parte estrutural com células e tecidos similares aos das
respectivas partes verdes (parénquimas palicaddico e lacunoso, hipoderme, camada
subepidérmica, epidermes adaxial e abaxial uniestratificadas) (Fig. 4). Por outro lado,
observou-se alteragdes anatdmicas entre as espécies. Por exemplo, ocorreram diferencas
no tamanho, forma e distribuicdo das células do parénquima palicédicos e lacunoso,
quantidade de espacos intercelulares, além de diferencas na espessura foliar (Fig. 4).
Cortes a fresco, demonstram clorofilas dispostas nos parénquimas palicadicos e

esponjoso nas regides verdes (Fig. 4) mas ndo em albinas.
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P. carruthersii H. rosa-sinensis G. pictum B. spectabilis C. variegatum Z. mays

REGIOES VERDES

~

REGIOES VARIEGADAS

Figura 4 — Microscopia de luz de sec¢Bes transversais (cortadas a mao, em cima) e fixadas com historesina (abaixo em coloracdo azul) de folhas
representativas de seis espécies diferentes. Barra de escala = 200 pm.
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1.3.3 Ultraestrutura das células do mesofilo

Cloroplastos tipicamente bem desenvolvidos, com presenca de amido,
plastoglobulos e sistema de tilacoides altamente empilhados formando extensos
conjuntos de grana, foram observados nos setores verdes das espécies avaliadas (Fig. 5).
Por outro lado, os setores albinos ndo apresentaram cloroplastos, apenas estruturas
semelhantes a vesiculas (Fig. 5). Nas células nos setores amarelos observou-se a presenca

de plastidios anormais e rudimentares.
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P. carruthersii H. rosa-sinensis G. pictum B. spectabilis C. variegatum

REGIOES VERDES

REGIOES VARIEGADAS

Figura 5 — Ultraestrutura de células do clorénquima ou mesofilicas de seis espécies diferentes analisadas por microscopia eletrénica de transmisséo.
Destaca—se a ultraestrutura de cloroplastos (plastidios). Barra de escala = 3 pm.

18



1.3.4 Estbmatos na face abaxial

Anélises por microscopia de luz e epifluorescéncia revelaram estbmatos presentes
somente na face abaxial (hipoestomatica) (exceto em Z. mays que apresentou em ambas
as faces), nas regides verdes e variegadas das espécies avaliadas (Fig. 6 e Fig. 7). As
analises nas folhas variegadas mostraram a presenca células-guarda integras e
aparentemente funcionais, com aparéncia similar aos setores ndo mutantes (regides
verdes) com presenca de cloroplastos contendo pigmentos (Fig. 6 e Fig. 7). Observou-se
em média 6 a 8 cloroplastos em cada uma das células-guarda nas espécies
Eudicotiledoneas (Fig. 7) e em Z. mays apenas dois cloroplastos localizados nas

extremidades das células-guarda em formato de halteres (Fig. 7).
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P. carruthersii H. rosa-sinensis G. pictum B. spectabilis C. variegatum Z. mays
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Figura 6 — Fragmentos epidérmicos visualizados pela microscopia de fluorescéncia usando amostras frescas (in vivo) com excitacdo em luz azul
(A460-470 nm) na face adaxial e abaxial, corados com diacetato de fluoresceina (FDA — cor verde) evidenciando a presenca de células integras
(cor amarela). Barra de escala = 50 um.
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Figure 7 — Microscopia de luz de fragmentos frescos da epiderme abaxial, mostrando detalhes dos estdmatos (in vivo) evidenciando a presenca de
pigmentos fotossintéticos. (A, G) Pseuderanthemum carruthersii var. variegatum, (B, H) Hibiscus rosa-sinensis “variegata”, (C, I) Graptophyllum
pictum, (D, J) Bougainvillea spectabilis var. variegatum, (E, K) Codiaeum variegatum., (F, L) Zea mays. (A, B, C, D, E, F) das regides verdes e
(G, H, I, J, K, L) regides variegadas das folhas. Barra de escala = 10 pum.
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1.3.5 Espectros de fluorescéncia em folhas

As curvas de fluorescéncia da clorofila das regides verde e albinas foram distintas
(Fig. 8). Diferencas também foram observadas em relacdo a fonte de iluminagéo
disponivel na excitacdo (A435 ou 1532 nm). Além disso, foram encontradas diferencas
nas curvas em relacdo ao lado da folha em que ocorreu a excitacdo e detec¢do da emissao
da fluorescéncia (adaxial ou abaxial).

Nas folhas verdes, a excitagdo e deteccdo na mesma face (adaxial-adaxial ou
abaxial- abaxial), em X435 e A532 nm, promoveu dois picos principais de emissdo da
fluorescéncia [(Fr; 685 + 10 nm e Ffr; 730 £ 6 nm, (Fig. 8A - D)] No entanto, com
excitacdo em A532, observou-se o deslocamento do pico Fr para Ffr, associado a menor
razdo Fr/Ffr, em relagdo a excitacdo em A435. Ainda, quando a excitacdo e deteccao
ocorreram em faces opostas (adaxial-abaxial ou abaxial-adaxial), observou-se maior
emissdo da fluorescéncia em Ffr em relacdo a emissdo em Fr, e reducdo expressiva das
razGes Fr/Ffr (Fig. 8E - H).

Folhas albinas exibiram forte pico de emisséo da fluorescéncia em Fr, e em escala
minima o pico de emissdo em Ffr, quando excitados em X435 ou A532 nm.
Adicionalmente as razbes das areas obtidas pelos ajustes gaussianos mostraram um
incremento significativo na razdo entre bandas Fr/Ffr nos setores albinos em relacdo aos
setores verdes (Fig. 81 - P). Ressalta-se que as diferencas observadas nos setores albinos,
em relacdo as faces de excitacdo e deteccado, e em funcao da qualidade da luz de excitacao,
foram pouco expressivas, quando comparadas com as diferencas observadas nas folhas

verdes.
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Figura 8 — Espectros de emissdo da fluorescéncia nas folhas com excitacdo e deteccdo da emissdo na mesma face (adaxial — adaxial e abaxial —
abaxial) e excitacdo e deteccdo da emissdo em faces opostas (adaxial — abaxial e abaxial — adaxial) da folhas, sob comprimentos de onda de
excitagdo em A435 nm e A532 nm, nas regides verdes e albinas da espécie H. rosa-sinensis. Areas vermelhas e azuis sob os espectros de
fluorescéncia representam as areas dos picos maximos fixados em 685 nm e 730 nm, respectivamente. As linhas solidas em preto e verde mostram
as curvas de ajustes gaussianos (com flexibilidade para a largura) ajustados individualmente com 8 espectros distintos, seguido pelo célculo da
média. Espectros obtidos em temperatura ambiente (25 °C). (n=8+SE).
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Figura 9 — Representacdo esquematica da emissdo e absorcdo da fluorescéncia atraves do perfil dptico de uma folha verde tipica com células
epidermicas, parénquima pali¢adico, lacunoso, espacos intercelulares e cloroplastos tipicos contendo pigmentos (clorofilas e carotenoides), apds a
excitacdo com laser azul (A435 nm) e verde (A532 nm). AsS excitacOes estdo representadas pelas setas maiores das respectivas cores. As setas
menores indicam possiveis caminhos dpticos a serem percorridos e a interacdo com as moléeculas de clorofilas com os respectivos comprimentos
de onda. Setas retilineas representam o caminho 6ptico da fluorescéncia até alcancarem os sensores posicionados nas faces adaxial e abaxial. As
cores das setas, representam os picos maximos de fluorescéncia das folhas em 685 nm (Fr; seta vermelha) e 735 nm (Ffr; seta rosa) com um
gradiente de intensidade da cor com tendéncia ao branco, indicando reducédo da intensidade.
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1.4 DISCUSSAO

Os resultados demonstram que 0s pigmentos presentes nos cloroplastos sdo
responsaveis pela maior parte da luz absorvida pela folha, em relacdo a radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR; 400-700 nm). Por outro lado, nos componentes
estruturais (extra-cloroplastidicos) a luz € minimamente absorvida, e consequentemente
ndo ha discriminagdo dos comprimentos de onda (picos de absorcao) na interacéo da luz
na regido do visivel com a parte estrutural da folha. Ainda, a reflectancia e transmitancia
da luz desempenham papel indireto potencializando a absor¢do (quando héa a presenga de
moléculas absorvedoras), mas ndo governam as caracteristicas ou assinaturas opticas em
relacdo ao formato ou padrdo das curvas espectrais nas espécies estudadas. Em outras
palavras, os fendmenos de reflexdo e transmissdo da luz na folha tem influéncia em
termos de magnitude da resposta, enquanto a absorcdo é o fenémeno que molda os
padrdes das curvas espectrais, uma vez que promove a extingdo da luz dentro do perfil
foliar (LICHTENTHALER, 1987; VOGELMANN, 1993).

Nas folhas a interacdo da radiacdo eletromagnética (reflexdo, transmissdo e
absorcéo) depende basicamente das suas caracteristicas fisicas e quimicas. Enquanto a
presenca de moléculas fortemente absorvedoras como as clorofilas e carotenoides
governam majoritariamente a absorcdo, a porcdo estrutural apresenta forte influéncia
sobre parametros de reflectancia e transmitancia no interior da folha. A luz que interage
com os componentes estruturais foliares (extra-cloroplastidico) € minimamente absorvida
sendo refletida e/ou transmitida. Isto pdde ser observado nas curvas espectrais dos setores
albinos (Fig. 2B, 2D e 2F), em que ocorreu a auséncia de cloroplastos contendo clorofilas
e carotenoides nas células do mesofilo (Fig. 5). Além disso, o0s espectros de absorcdo dos
setores albinos das espécies P. carruthersii e H. rosa-sinensis foram similares ao espectro
das folhas de milho tratado com o herbicida inibidor da sintese de carotenoides (Fig. 2D).
Ressalta-se que sdo folhas completamente distintas em niveis estruturais entre plantas
Eudicotiledoneas e Monocotiledoneas. Por exemplo, no milho observou-se a
caracteristica anatomica do tipo “Kranz” com células distintas no mesofilo e na bainha
do feixe vascular, tipicas de plantas C4 (JOHANSEN, 1940), além de espessura foliar
mais fina e células da bainha do feixe dispostas concentricamente (Fig. 4). Por outro lado,
quando houve a presencga de moléculas fortemente absorvedoras, como os carotenoides
presentes nos setores amarelos das espécies G. pictum, B. spectabilis e C. variegatum,

constatou-se alteraces nos formatos das curvas de absorcdo em relagdo aquelas obtidas
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dos setores albinos (Fig. 2D), evidenciando a influéncia de moléculas absorvedoras em
detrimento dos componentes estruturais no formato das curvas espectrais.

Ressalta-se que nos setores albinos e amarelos ocorreu alta absorgéo da luz em
comprimento de onda menores do que 400 nm. No entanto, é atribuida a presenca de
pigmentos ndo fotossintéticos como composto fendlicos, flavonoides e alcaloides que
absorvem fortemente nessa faixa espectral (BAE et al., 2006; GITELSON et al., 2017;
GITELSON; SOLOVCHENKO, 2018; LLORACH et al., 2008; NOGALES-BUENO et
al., 2017). Porém, nos setores albinos, a absorbancia em comprimentos de ondas maiores
que 520 nm foi préxima de zero, onde observou-se elevados indices de transmitancia e
de reflectancia da luz (Fig. 2B, 2D e 2F). Por outro lado, nos setores amarelos das espécies
C. variegatum G. pictum e B. spectabilis ocorreu a absorgéo substancial da luz nas bandas
préximas a 490 nm, atribuido a forte interferéncia dos carotenoides que absorvem nessa
faixa do espectro. Ademais, ressalta-se a ocorréncia de um pequeno pico de absor¢do
caracteristico de moléculas de clorofilas em 674 nm nos setores albinos e amarelos (Fig.
2D).

Corroborando com o que foi discutido acima, ao analisar detalhadamente a
ultraestrutura foliar atraves de técnicas de microscopia eletrdnica, observou-se que as
células mesofilicas dos setores albinos das espécies P. carruthersii, H. rosa-sinensis e Z.
mays mostraram-se ausentes de cloroplastos e, consequentemente, de clorofilas e
carotenoides, contendo apenas algumas estruturas semelhantes a vesiculas (Fig. 5). Por
outro lado, os setores amarelos das espécies G. Pictum, B. spectabilis e C. variegatum
apresentaram plastidios atipicos, aparentemente ndo funcionais, de formato irregular, em
detrimento de cloroplastos com tilacoides empilhados, plenamente desenvolvidos que
foram observados nas seccdes verdes das folhas (Fig. 5). Ndo obstante, essas espécies
apresentaram actmulo de carotenoides, mas ndo de clorofilas nas células do mesofilo, e
isto péde ser confirmado com os espectros de absor¢do da folha in vivo e dos pigmentos
in vitro extraidos em solucédo de acetona (Fig. 2D, Fig. 3B, 3D e 3F).

Na epiderme abaxial dos setores foliares variegados (albino e amarelo) foram
identificadas células-guarda com aparéncia similar aos setores ndo mutantes (regides
verdes) com presenca de cloroplastos contendo pigmentos (Fig. 6 e Fig. 7). Logo, a
presenca do pico de absorcdo em 674 nm pode ser atribuido as clorofilas residuais
presentes nos cloroplastos das células-guardas nos setores albinos e amarelos. Ressalta-
se ainda, que no tratamento com clomazone em milho, mesmo com a formacao de folhas

albinas, houve a presenca de células-guarda com morfologia aparentemente inalterada,
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incluindo cloroplastos contendo clorofila (ROELFSEMA et al., 2006). Detectou-se
insensibilidade das células-guarda a acdo do herbicida. Ndo se conhece nenhum
mecanismo diferencial da biossintese de carotenoides e fitol nas células-guarda e,
possivelmente, essa insensibilidade ao clomazone seja decorrente da auséncia de
plasmodesmas (WILLE; LUCAS, 1984) e restricdo ao influxo do herbicida nas células
ou ainda a algum mecanismo desconhecido.

Parametros de fluorescéncia in vivo de plantas variegadas foram discutidos em
diversos trabalhos (BRODERSEN; VOGELMANN, 2010; DAYAN; ZACCARO, 2012;
LYSENKO, 2012; MATISHOV; LYSENKO; SOIER, 2010; ROELFSEMA et al., 2006;
VILFAN et al.,, 2016; VOGELMANN; HAN, 2000; VOGELMANN; BORNMAN;
YATES, 1996; ZHANG et al., 2016). Os autores concordam que setores albinos séo
considerados uma boa ferramenta para identificar as caracteristicas fotossintéticas dos
estdmatos, evitando problemas de contaminacdo no isolamento dos cloroplastos das
células-guarda com células decorrentes do mesofilo, mantendo a integridade das amostras
em sistema in vivo (BRANCH et al., 2004; DAYAN; ZACCARO, 2012; EVANS, 1987;
LI; NOTHNAGEL, 1988; LYSENKO, 2012; MATISHOV; LYSENKO; SOIER, 2010;
ROELFSEMA etal., 2006; ZEIGER, 1982; ZEIGER; ARMOND; MELIS, 1981). Apesar
de ser um tema um tanto quanto controverso em termos de eficiéncia fotossintética, a
maior parte dos trabalhos revelam desvios cinéticos nos pardmetros de fluorescéncia dos
setores albinos em relacdo aos setores verdes. Possivelmente isto estd associado a um
desarranjo ou perturbacdo no transporte linear de elétrons nos tilacoides nos cloroplastos
das células-guarda (LYSENKO, 2012; NIELSEN; NIELSEN, 2006; ZEIGER;
ARMOND; MELIS, 1981). Em nossos resultados, observou-se alteraces no padrdo da
curva de fluorescéncia dos setores albinos em relacdo as regides verdes (Fig. 8). Nos
setores verdes, evidenciou-se 0s dois picos caracteristicos da curva de fluorescéncia da
clorofila, o primeiro entre 680-690 nm atribuido principalmente ao fotossistema Il, e 0
segundo em 730-740 nm atribuido principalmente ao fotossistema | (CROCE;
AMERONGEN, 2014; MATISHOV; LYSENKO; SOIER, 2010; VILFAN et al., 2016).
Por outro lado, nos setores albinos observou-se majoritariamente o pico em 685 nm. Neste
caso em particular, a curva de fluorescéncia pode ser considerada um biomarcador
espectral que indica a presenca de clorofilas residuais nas células-guarda e auséncia de
contaminag&o por clorofilas nas células do mesofilo, corroborados com os dados obtidos

por microscopia de luz, epifluorescéncia e eletrdnica de transmissao.
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N&o obstante, o espectro de emissdo de fluorescéncia da clorofila a também pode
ser considerado uma ferramenta atil no entendimento dos padrfes Opticos foliares. O
padrdo espectral de emisséo de fluorescéncia da clorofila em folhas verdes, obtido em
temperatura ambiente, exibe dois picos maximos de emissdo em 675-690 nm (vermelho)
e 730-740 nm (vermelho distante). No entanto, existe uma sobreposic¢do do espectro de
emissdo da fluorescéncia na banda do vermelho (Fr) e o espectro de absorcdo das
clorofilas que absorvem fortemente nessa regido. De tal forma, a emissdo em Fr é
parcialmente reabsorvida pelas clorofilas, enquanto a emissdo da fluorescéncia no
vermelho distante (Ffr) ndo é influenciada pela reabsor¢do (BUSCHMANN, 2007;
PEDROS et al., 2008). Desse modo, a razdo Fr/Ffr diminui com o aumento do contetido
de clorofila no sistema, pois aumenta a probabilidade de reabsorg&o, promovendo um
deslocamento na posicdo de Fr em direcdo a Ffr (BUSCHMANN; LANGSDORF;
LICHTENTHALER, 2008; BUSCHMANN, 2007; CHERIF et al., 2010;
VOGELMANN; HAN, 2000). Ainda, diferencas no espectro de emisséo da fluorescéncia
podem ser observadas dependendo se a luz de excitacdo é posicionada na face superior
(adaxial) ou na face inferior (abaxial) da folha, e isso pode ser atribuido a diferentes graus
de reabsorcdo de Fr, devido a diferencas na densidade e distribui¢do dos cloroplastos e
consequentemente clorofilas, entre as células do parénquima pali¢adico e o parénquima
lacunoso (BUSCHMANN; LANGSDORF; LICHTENTHALER, 2008; BUSCHMANN,
2007; LICHTENTHALER et al., 1998).

De fato, o comportamento espectral de emissdo da fluorescéncia da clorofila em
folhas verdes in vivo, pode ser atribuido principalmente ao contetdo do pigmento, e em
menor grau as caracteristicas épticas do sistema foliar e disposicao das células no tecido
da folha (BUSCHMANN; LANGSDORF; LICHTENTHALER, 2008; BUSCHMANN,
2007). Nossos resultados mostraram que as razdes Fr/Ffr medidas na porcao verde da
espécie H. rosa-sinensis, aumentaram quando a luz de excitacdo foi posicionada na face
abaxial da folha em relacdo a luz posicionada na face adaxial, independente do feixe do
laser de excitagao (azul ou verde; A435 e 532 nm), mostrando um leve deslocamento do
pico Ffr em diregdo ao Fr (Fig. 8A-B e 8C-D). Isso pdde ser atribuido a menor densidade
de distribuicdo dos cloroplastos e clorofilas nas células do parénquima lacunoso (Fig. 4).
No entanto, a novidade relevante nesse trabalho encontra-se no fato metodologico da
deteccdo da emissdo na face oposta da excitacdo com iluminagdo sobre a face adaxial e
deteccdo na face abaxial (ou vice-versa). Neste caso, observou-se forte reducéo na razéo

Fr/Ffr quando excitada com luz azul (Fig. 8E e 8F) e em menor grau quando excitada
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com a luz verde (Fig. 8G e 8H). Sob excitacdo com luz azul, constatou-se forte
deslocamento dos picos Fr em direcdo a Ffr, mas quando excitada com luz verde o
deslocamento ocorreu de forma menos intensa. 1sso demostra uma forte influéncia da
penetrabilidade da luz nos padrbes espectrais da fluorescéncia da clorofila conforme
modelo proposto na Figura 9, discutido a seguir.

Nos setores verdes das plantas de hibisco, quando a excitacdo e a detec¢édo da
emissdo foram realizadas ambas na face adaxial, com luz azul (435 nm), nossos resultados
mostraram um pico maior em 685 nm em relacdo ao pico em 730 nm (Fig. 8A). Quando
a excitacao foi promovida pela luz verde (A532), no entanto, a propor¢ao Fr/Ffr reduziu
significativamente (Fig. 8C). A luz azul é fortemente absorvida nos primeiros
micrémetros no clorénquima, enquanto a luz verde tende a penetrar mais profundamente
no perfil foliar (BRODERSEN; VOGELMANN, 2010). De tal forma, quando excitado
com luz azul, a fluorescéncia emitida pela clorofila fica a uma curta distancia para sair do
sistema Optico foliar quando detectada na mesma face (adaxial-adaxial ou abaxial-
abaxial). Assim, detectou-se maior emissdo do pico Fr devido ao menor caminho éptico
percorrido para que a luz saisse do sistema, 0 que promoveu a menor reabsor¢édo de Fr e,
consequentemente, maiores razdes de Fr/Ffr. No entanto quando a folha foi excitada com
a luz verde ocorreu maior penetrabilidade da luz, e a emissdo ocorreu em camadas
celulares mais profundas. De tal forma, o caminho 6ptico da fluorescéncia emitida em Fr
até alcancar os limites da folha e sair do sistema para ser detectado pelo sensor
posicionado na face adaxial foi mais longo. Isso aumentou a probabilidade de Fr ser
reabsorvido promovendo o deslocamento em direcdo a Ffr e, consequentemente,
reduzindo a razéo de bandas (Fig. 8C).

N&o obstante, quando a emissdo da fluorescéncia foi detectada na face oposta a
luz de excitacdo, quando excitada com a luz azul, ocorreu reducdo drastica da razdo Fr/Ffr
associado ao forte deslocamento de Fr em direcdo a Ffr (Fig. 8E). Uma vez que a
excitacdo e emissao da fluorescéncia ocorrem principalmente nas clorofilas presentes nas
primeiras camadas celulares da folha, o aumento do caminho Optico percorrido para que
Fr saisse do sistema pela face abaxial, onde estava posicionado o sensor, aumentou a
probabilidade dessa luz ser reabsorvida e diminuiu consideravelmente a intensidade de
deteccdo de Fr. Por outro lado, quando a folha foi iluminada com a luz verde o
deslocamento dos picos ocorreu de forma mais sutil, associado a menores intensidades da
reducdo na razéo Fr/Ffr (0,08 quando excitada com luz azul e 0,16 quando excitada com

luz verde). Ressalta-se novamente, que a maior penetrabilidade da luz verde nas folhas
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aumenta a possibilidade de dispersdo da luz ao longo do perfil foliar onde ocorre a
absorcdo e emissdo da fluorescéncia. Dessa forma, o caminho Gptico percorrido para que
o Fr emitido saia do sistema na face adaxial ndo € muito diferente do caminho dptico
percorrido para a que a luz saia do sistema pela face abaxial. Isso explica as diferencas
nos padrdes espectrais de emissdo da fluorescéncia e, consequentemente, as diferencas de
intensidades das razdes Fr/Ffr quando a folha foi excitada com luz azul, em relagéo a
excitacdo com a luz verde, quando a deteccao ocorreu no lado oposto da excitagdo. Assim
sendo, os dados apontam para uma maior penetrabilidade da luz verde em relacdo a luz
azul. Em especial, a luz verde, embora penetre mais profundamente, é absorvida pelas
clorofilas ao longo do perfil foliar e capaz de promover a fluorescéncia. Do ponto de vista
fotossintético, a luz azul seria responsavel pela fotossintese em regides mais superficiais
da folha, enquanto a luz verde promove fotossintese em regides mais internas da folha
(FALCIONI et al., 2017).

Ainda, ao analisar os espectros de emissdo da fluorescéncia dos setores albinos da
espécie H. rosa-sinensis (Fig. 81-P), observou-se pouca alteracdo no padrao espectral de
emissdo da clorofila. Ressalta-se que, neste caso especifico, a emissdo da fluorescéncia
decorreu exclusivamente das células guardas presentes na face abaxial das folhas e
diferentemente das analises nos setores verdes, ndo houve a influéncia da reabsorcéo pelas
clorofilas distribuidas ao longo do perfil foliar. De tal forma, a resposta espectral
observada pbde ser atribuida principalmente a interacdo da luz com componentes
estruturais e a presenca de espacos intercelulares. As pequenas alteracdes no padrdo
espectral e nas razdes Fr/Ffr, possivelmente estdo associadas ao espalhamento promovido
pela interag@o da luz com a porcdo estrutural da folha. Assim, evidencia-se que o padrao
espectral de emissdo de fluorescéncia das clorofilas é decorrente, principalmente, do
conteddo de clorofilas, mas também responde fortemente ao perfil de penetrabilidade da
luz no sistema 6ptico (BUSCHMANN; LANGSDORF; LICHTENTHALER, 2008) e em
menor escala, atribuido a interacdo da luz com a porcéo estrutural da folha.

Corroborando com os dados de fluorescéncia da clorofila, a luz azul que possui
alto indice de absortividade pelas clorofila € eficientemente absorvidas nas primeiras
camadas celulares (BRODERSEN; VOGELMANN, 2010; FALCIONI et al., 2017; SUN;
NISHIO; VOGELMANN, 1998; TERASHIMA et al., 2009) enquanto a luz verde tem
maior possibilidade de ser refletida, uma vez que o coeficiente de absorcéo das moléculas
€ mais baixo. Em especial, a propria interacdo da luz com o pigmento aumenta o

espalhamento da luz ao longo do perfil foliar nessa faixa do espectro.
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Os dados das curvas de absorbancia na faixa espectral do visivel dos pigmentos
fotossintéticos extraidos em solventes organicos (in vitro), evidenciaram que a maior
parte da energia é absorvida seletivamente em comprimentos de onda em 430 nm e 460
nm no azul, e no vermelho em 663 nm correspondentes aos picos maximos de absorcao
caracteristicos das moléculas de clorofila a e b em solu¢cdo (CROCE; AMERONGEN,
2014). Contudo, a absorbancia na faixa de 500 a 600 nm, correspondentes as bandas do
verde e amarelo, foram proximas de zero (Fig. 3A). Por outro lado, os espectros de
absorcéo caracteristico de folhas verdes (in vivo) mostraram linearidade de absorcdo na
faixa espectral do azul, com decaimento na faixa do verde, com vale maximo em 550 nm,
seguido por alta absor¢do na faixa do vermelho (Fig. 2C). A linearidade observada na
faixa do azul se deve a sobreposicéo da absorcdo por diferentes croméforos (pigmentos
fotossintéticos e ndo fotossintéticos). Na faixa do vermelho, observou-se certa
similaridade no formato da curva em relacdo aos pigmentos in vitro (Fig. 2C e Fig. 3A).
Ressalta-se que ndo existe evidéncias da presenca de moléculas fortemente absorvedoras
nessa faixa do espectro além das clorofilas (FANKHAUSER; CHORY, 1997).

Observa-se ainda que houve um deslocamento do pico maximo de 663 nm, no
espectro dos pigmentos extraidos em solucao in vitro para 674 nm observado no espectro
de absorg¢&o das folhas in vivo, além de um evidente alargamento de suas bases (Fig. 2C
e Fig. 3A). O deslocamento dos picos assim como o alargamento das bases, possivelmente
ocorrem devido aos padrbes espectrais das folhas, serem distintos daquele dos pigmentos
fotossintéticos extraidos em solventes organicos. Em solucdo os pigmentos ficam
uniformemente distribuidos. Por outro lado, na folha estdo agrupados em alta
concentracdo nos cloroplastos, especificamente nos complexos-antena nas membranas
dos tilacoides. Isso cria um ambiente que fortalece a interacdo pigmentos-pigmentos e
pigmentos-proteinas alterando as propriedades espectroscopicas dos sistemas 6pticos
foliares (SOMSEN; VAN GRONDELLE; VAN AMERONGEN, 1996).

Apesar da luz verde ser a fracdo mais refletida e mais transmitida pela folha dentro
do chamado espectro PAR, ressalta-se que ocorre absor¢do substancial dessa faixa
espectral (FALCIONI et al., 2017; MORIWAKI et al., 2019). No entanto, permanece a
questdo de como é possivel que as plantas absorvam a luz verde mesmo quando o espectro
de absor¢édo dos pigmentos extraidos em solugéo revela baixa absortividade nesta faixa
espectral. De fato, essa € uma questdo muito controversa e que requer ainda muitos outros
experimentos. No entanto, em nossos resultados de curvas de fluorescéncia in vivo,

guando um pequeno setor da folha verde foi excitado com luz em A532 nm, observou-se
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a aparecimento da curva tipica de fluorescéncia da clorofila (Fig. 9C e 9D), ou seja,
existiam moléculas deste pigmento que eram passiveis de absorcdo e emissdo da
fluorescéncia, naquele comprimento de onda especifico do espectro, dentro do sistema in
vivo na folha. Supostamente, isso ocorreu (ou foi potencializado) em fun¢édo do ambiente
altamente concentrado em que se encontravam as moléculas de clorofila.

A alta concentragdo de clorofilas nos complexos antenas aumenta os niveis de
degenerescéncia quantica (mesma quantidade de energia, mas em estados quanticos
distintos) devido a interacdo entre moléculas (energia vibracional) e campo elétrico entre
as moléculas (MIRKOVIC et al., 2017). Em resumo, amplia a curva espectral de absor¢édo
in vivo quando os pigmentos se encontram altamente concentrados, mas nédo em solucao
diluida, cuja interacdo entre as moléculas é menor devido a presenca do solvente entre
elas. Esse fenbmeno ndo estd associado a interacdo clorofila-carotenoide ou clorofila-
proteina podendo ser atribuido apenas a interacao clorofila-clorofila (PARK et al., 2019).
Ademais, a interacdo da luz verde com a prépria molécula de clorofila quando néo
absorvida, aumenta ainda mais a difusividade e o caminho Optico percorrido pela luz
(BRODERSEN; VOGELMANN, 2010; TERASHIMA et al., 2009; VOGELMANN;
EVANS, 2002; VOGELMANN; HAN, 2000; VOGELMANN, 1993). Em outras
palavras, quando a molécula de clorofila esta num nivel energético incompativel com a
absorcdo de um comprimento de onda em particular, a luz interage com a molécula e é
reemitida integralmente sem alteraces no nivel energético da luz. Isso ocorre de forma
intensa na faixa do verde, aumentando consideravelmente a difusibilidade da luz dentro
do sistema, possibilitando que a luz re-emitida possa encontrar as moléculas que estejam
num nivel quantico passiveis de absorverem nessa faixa do espectro (KUME, 2018). Isso
explicaria 0 aumento consideravel da absorcdo na folha, em relacdo a absorcdo dos
pigmentos extraidos em solucdo, reafirmando a ideia dos pigmentos superconcentrados
em estruturas supra-moleculares, como as membranas dos tilacoides, sdo passiveis de
absorver essa fonte de energia. No sistema optico foliar, a reflectancia interna é um
mecanismo fisico importante que maximiza a absorcdo de comprimentos de onda de

baixo coeficiente de absortividade como no caso da luz verde.
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1.5 CONCLUSAO

Os pigmentos cloroplastidicos respondem pela maior parte da absorbancia foliar
da luz no espectro do visivel, sendo baixa a absor¢cdo dos componentes extra-
cloroplastidicos nessa faixa espectral. As assinaturas espectrais de setores albinos de
plantas variegadas mostram alguma interferéncia de componentes extra-cloroplastidicos
em comprimentos de onda abaixo de 400 nm (correspondentes ao azul e violeta),
atribuido a presenca de substancias fenolicas contidas nas folhas das plantas. Ainda, em
folhas amarelas demonstra-se o forte efeito dos carotenoides no espectro de absorcao, em
comprimentos de onda inferiores a 500 nm. De maneira inesperada, setores variegados
apresentam células-guarda com pigmentos e morfologia similares aquelas de folhas
verdes, cuja interferéncia espectral pdde ser detectada.

Ainda, o padrdo espectral de fluorescéncia in vivo da clorofila a é fortemente
influenciado pela reabsor¢do da luz emitida em Fr. O conteudo de clorofilas, o perfil de
penetrabilidade da luz no sistema Optico e, em menor escala, a interacdo da luz com a
porcdo estrutural da folha interferem nos padrdes de reabsor¢cdo da emissdo da
fluorescéncia dentro do perfil foliar. Os resultados também reafirmam a ideia de que a
luz azul, que é uma faixa espectral com alto coeficiente de absorcao pelas clorofilas, é
eficientemente absorvida pelas folhas verdes, nos primeiros micrometros das camadas
celulares no parénquima palicadico (superficie adaxial), porém, isso diminui a absor¢édo
nas camadas inferiores, em vista que, a maior parte da luz sera absorvida e pouco
transmitida para essa camada. De modo contrério, a luz verde que possui menor indice de
absorcéo pelos pigmentos, difunde-se pelas camadas celulares das folhas, aumentado a
possibilidade de encontro da luz com as regi6es de alta concentracdo dos pigmentos nos
tilacoides, o que aumenta, de forma consideravel, a absorcdo na folha em relacdo aos
pigmentos extraidos em solucdo. Em especial, a prépria interacdo da luz com as moléculas
de clorofilas aumenta o espalhamento da luz ao longo do perfil foliar nessa faixa do
espectro, aumentando a probabilidade de ser absorvida por uma molécula de clorofila

passivel de receber essa energia.
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CAPITULO 2
EFEITO DE DIFERENTES QUALIDADES ESPECTRAIS SOBRE O
CRESCIMENTO E PERFIL FOTOSSINTETICO EM PLANTAS DE
NICOTIANA PLUMBAGINIFOLIA L.

RESUMO

Neste trabalho buscou-se a compreensdo detalhada sobre a participacdo e
contribuicdo de diferentes bandas espectrais sobre os parametros fotossintéticos e de
crescimento das plantas. Para tanto, plantas de tabaco (Nicotiana plumbaginifolia L.)
foram cultivadas sob luz branca (400-700 nm), azul (450 nm), verde (555 nm) e vermelha
(658 nm). Através de analise comparativa, e cruzamento de dados, obtidos com as
diferentes fontes de luz nas medi¢des das trocas gasosas, foi possivel separar os efeitos
distintos que influenciam nas respostas fotossintéticas: alteragbes fenotipicas
influenciadas pelo ambiente em que as plantas se desenvolveram, e a qualidade da luz de
excitacdo na conducdo da fotossintese. Nas plantas cultivadas sob luz azul, alteracdes
ultraestruturais a nivel de cloroplasto, como menor empilhamento dos tilacoides, além de
alteracbes bioquimicas na composicdo dessas membranas, estdo associadas a maior
eficiéncia na dissipacdo de energia de excitacdo e protecdo do aparato fotossintético. Por
outro lado, nas plantas cultivadas sob luz verde, as alteracdes estruturais e bioguimicas,
como a maior proporcionalidade na relagdo entre membranas granais para estromais, e
distribuicéo relativamente mais homogénea das proteinas do LHCII, contribuiram para o
ajuste da particdo de energia para 0s processos fotoquimicos em detrimento dos processos
ndo-fotoquimicos. Ainda, os dados de trocas gasosas mostraram que a atividade
fotossintética sob luz verde ndo é muito diferente da atividade fotossintética de plantas
iluminadas com luz azul ou vermelha. Mesmo com reducéo significativa de absor¢édo da
luz na faixa espectral do verde em relacdo ao azul ou vermelho, sob alta disponibilidade
de PPFD, as taxas fotossintéticas igualam-se ou mesmo sdo superiores dependendo da
condicdo espectral (ambiente) de cultivo da planta. Sob alto PPFD, pressup6e maior
eficiéncia da luz verde em governar a fotossintese, em comparagéo a luz azul. Por fim,
confirma-se que as plantas néo discriminaram a luz verde do ponto de vista fotossintético,

e que esta faixa espectral constitui uma importante fonte de energia para as plantas.

Palavras-chaves: Fluorescéncia da clorofila, fotossintese, luz verde, qualidade espectral.
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Abreviacoes:

a - rendimento quéntico da fotossintese; aans - rendimento quéntico da fotossintese sob
luz absorvida; ®psy - eficiéncia operacional do PSII; A - absorbancia; Ao - taxa
fotossintética liquida em 100 umol m™ s; Ama - taxa fotossintética liquida maxima; BL
- plantas crescidas sob luz azul; BM - fonte de luz azul na mediacdo das trocas gasosas;
Ci - concentracdo intercelular de CO2; Fm - fluorescéncia méxima medida na planta
adaptada ao escuro; Fm’ - fluorescéncia maxima medida na planta adaptada no claro; Fo
- fluorescéncia minima medida na planta adaptada ao escuro; Fo’ - fluorescéncia minima
medida na planta adaptada no claro; Fs - fluorescéncia no estado estacionario; Fv -
fluorescéncia variavel; GL - plantas crescidas sob luz verde; GM — fonte de luz verde na
mediacdo das trocas gasosas; gs — condutancia estomatica; LHCI - complexo coletor de
luz do PSI; LHCII - complexo coletor de luz do PSII; NPQ - quenching nao fotoquimico;
PAR - radiacdo fotossinteticamente ativa; PPFD - densidade de fluxo de fétons
fotossintéticos; PS - ponto de saturacdo luminoso; PSaps - ponto de saturacdo sob luz
absorvida; PSI - fotossistema I; PSII - fotossistema Il; gE - quenching dependente de
energia; qN - fracdo da fluorescéncia varidvel dissipada no quenching néo fotoquimico;
gP - fracdo da fluorescéncia variavel dissipada no quenching fotoquimico; qT -
quenching do estado de transicéo; R - refletancia; Rd - taxa de respiragéo no escuro; RL
- plantas crescidas sob luz vermelha; RW - fonte de luz vermelha na mediagéo das trocas
gasosas; T - transmitancia; Vemax - Velocidade méxima de carboxilacdo da Rubisco; WL -
plantas crescidas sob luz branca; WM - fonte de luz branca na mediacdo das trocas

gasosas.
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2.1 INTRODUCAO

A luz ¢ a fonte de energia primordial para conducédo da fotossintese. No entanto,
a etapa fotoquimica sé ocorre se houver pigmentos que absorvam a radiacdo
eletromagnética, e promovam a transferéncia da energia até os centros de reacdo dos
fotossistemas. Para capturar a luz disponivel no ambiente e utiliza-la como fonte de
energia, as plantas contém pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides) que
absorvem parte restrita do espectro solar entre 400 a 700 nm, conhecida como radiacédo
fotossinteticamente ativa (PAR). O espectro padrdo tipico de absorcdo da luz pelas
clorofilas em solugéo (in vitro) apresenta dois picos principais de maior absortividade, o
primeiro no azul (entre 430 e 460 nm para as clorofilas a e b, respectivamente) e outro no
vermelho (640 e 662 nm para clorofila b e a, respectivamente) (CROCE; AMERONGEN,
2014). Na faixa espectral de 500 a 600 nm, correspondente principalmente ao verde e
amarelo, muito pouco €é absorvido pelas clorofilas (in vitro), sendo a maior parte da luz
refletida e transmitida nessa faixa do espectro. Portanto, considera-se convencionalmente,
que a luz vermelha e azul sejam as fotossinteticamente mais ativas (ARENA et al., 2016;
EVANS; MORGAN; VON CAEMMERER, 2017).

De fato, a luz verde j& foi considerada uma faixa espectral de baixa eficiéncia
fotossintética, até mesmo opondo-se aos efeitos da luz vermelha e azul na conducgédo da
fotossintese e crescimento das plantas (FOLTA; MARUHNICH, 2007; WANG; FOLTA,
2013; ZHANG; FOLTA, 2012). Por outro lado, estudos tem demostrado que ao contrario
dos pigmentos extraidos em solucdo (in vitro), as folhas verdes (in vivo) absorvem porgao
substancial da luz verde, que desempenha um papel fisiol6gico importante, possibilitando
0 aumento nas taxas fotossintéticas (FALCIONI et al., 2017; MORIWAKI et al., 2019;
SUN; NISHIO; VOGELMANN, 1998; TERASHIMA et al., 2009). No entanto, ainda ha
escassez de informacGes, e muitas vezes contraditérias, sobre como a qualidade da luz,
especialmente na faixa espectral que corresponde ao verde, influencia o crescimento,
sobretudo, os processos fotossintéticos das plantas.

A fotossintese inicia-se na captura de luz pelos pigmentos fotossintéticos. A
energia de excitacdo é subsequentemente canalizada entre as moléculas de pigmentos até
sua transferéncia para os centros de reacdo dos fotossistemas, onde ocorre a separagédo de
cargas, e inicia-se a etapa da cadeia de transporte de elétrons. As reagdes fotoquimicas
da fotossintese ocorrem nos cloroplastos, especificamente nas membranas dos tilacéides,

onde estdo localizados os principais complexos fotossintéticos multiproteicos,

41



denominados de fotossistema I (PS1), fotossistema 11 (PSII), citocromo bef e ATP-sintase.
Estes cooperam em série para conduzir a cadeia de transporte de elétrons aciclico e gerar
o gradiente de potencial eletroquimico na membrana dos tilacoides, e a sintese de ATP
pela ATP-sintase e formacdo do NADPH, para suprir a demanda energética no ciclo de
Calvin-Benson, no qual ocorrem as reacfes carboxilativas de fixacdo de CO: pelas
plantas. Ambos os fotossistemas | e Il sdo compostos por um ndcleo onde estdo
localizados os centros de reacdo, rodeado por uma porcdo constituida pelos seus
respectivos complexos de coleta de luz denominados LHCI e LHCII, respectivamente
(CAO et al., 2018; CROCE; AMERONGEN, 2014; HORTON, 2012; LONGONI et al.,
2015; MIRKOVIC et al., 2017; WOOD et al., 2019).

N&o obstante, os pigmentos ndo estdo dispostos aleatoriamente na maquinaria
fotossintética, mas sim formam um complexo altamente concentrado e estruturalmente
organizado. Essa organizacao dos pigmentos em nanoescala pode variar em composicao,
namero de moléculas e distribuicdo espacial dentro do complexo coletor de luz
(MIRKOVIC etal., 2017). Ainda, o tamanho e a composi¢éo dos sistemas antenas podem
sofrer mudancas dindmicas em funcao do ambiente de luz disponivel no crescimento das
plantas (BOS et al., 2019; GRUSZECKI et al., 2010). Mecanismos adicionais que podem
ocorrer na aclimatacdo da maquinaria fotossintética em resposta mudancas no ambiente
de luz incluem altera¢es na organizacgdo e distribuicdo dos tilacoides nos cloroplastos
(MORIWAKI et al., 2019), além de alteracdes estruturais e bioguimicas na composicao
das membranas, como variacdes na razdo PSI/PSIl, e composicdo proteica dos
fotossistemas (CAO et al., 2018; DALL’OSTO et al., 2019; HOGEWONING et al.,
2012).

Além das alteracdes relacionadas aos componentes estruturais fotossintéticos,
outras caracteristicas fisioldgicas também podem ser alteradas em funcdo do ambiente de
luz. Por exemplo, as trés vias de consumo da energia de excitacdo dos pigmentos séo a
dissipacédo fotoquimica, dissipacdo de calor e dissipacdo pela fluorescéncia da clorofila,
em que ocorre a absorcdo e reemissdo de fotons menos energéticos em comprimentos de
ondas superiores aos fotons absorvidos (BAKER, 2008; MAXWELL; JOHNSON, 2000).
Um ajuste fino na particdo de energia de excitacdo entre esses processos pode contribuir
para o uso eficiente da luz para conduzir a fotossintese, a0 mesmo tempo que evita danos
fotooxidativos e fotoinibicdo na maquinaria fotossintética, especialmente em condic6es
de alta luminosidade (CAO et al., 2018; MATSUDA et al., 2008; SUORSA et al., 2015).
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E de amplo conhecimento que as plantas sdo capazes de responder & intensidade
da luz, alterando suas caracteristicas fenotipicas a fim de promover a méxima eficiéncia
em seu crescimento, de acordo com a disponibilidade de luz que chega a sua superficie
(EVANS; POORTER, 2001; FALCIONI et al., 2017, 2018; GIVNISH, 1988; MATHUR;
JAIN; JAJOO, 2018; MORIWAKI et al., 2019; NIINEMETS, 2007). Por outro lado,
faltam informac6es sobre como as plantas utilizam diferentes comprimentos de onda na
faixa do visivel e as proporcdes relativas de energia, para ajustar sua estrutura,
composicao, fisiologia e a particdo dessa energia em condicdes de alteracBes espectrais
adversas. Em geral, a maior parte dos trabalhos referentes ao estudo dos efeitos das
qualidades espectrais sobre os parametros fotossintéticos avaliam somente as respostas
em relacdo as alteracdes fenotipicas, promovidas por determinada condicéo espectral de
crescimento da planta, mas néo a efetiva participacéo das diferentes luzes de excitacdo na
conducdo da fotossintese (ARENA et al., 2016; EVANS; MORGAN; VON
CAEMMERER, 2017; GILLMOR et al., 2002; KITAZAKI et al., 2018; YANG et al.,
2018).

Neste trabalho, para uma investigacdo mais profunda e detalhada, na busca da real
discriminacdo dos efeitos da qualidade espectral na conducdo dos processos
fotossintéticos, foram realizadas analises comparativas, e um cruzamento de dados entre
as repostas observadas em funcdo das alteracdes fenotipicas, e as respostas em funcéo das
diferentes luzes de excitacdo, nas medi¢cdes de trocas gasosas nas plantas. Através de
viabilizacdo técnica e implantacdo de uma metodologia multilateral, incluindo analises
de crescimento, andlises do perfil fotossintético das plantas substituindo as luzes de
excitacdo nas medicOes das trocas gasosas, parametros de fluorescéncia da clorofila a,
parametros opticos foliares in vivo e in vitro (pigmentos), técnicas de microscopia
eletrbnica de transmissao, além da analise da composi¢do bioquimica da membrana dos
tilacoides, buscou-se a melhor compreensdo sobre a participagdo e contribuicdo de
diferentes bandas espectrais sobre os parametros fotossintéticos e de crescimento das

plantas.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material vegetal e condicdes de crescimento

Plantas de tabaco (Nicotiana plumbaginifolia L.) foram cultivadas no Laboratério
de Ecofisiologia Vegetal na Universidade Estadual de Maringd (UEM). As sementes
foram dispostas em placa de petri e germinadas para obtencgéo das plantulas com 4 folhas
desenvolvidas que foram selecionadas pela uniformidade, sanidade e vigor, sendo
posteriormente transferidas para potes de 300 mL contendo substrato comercial
Macplant®. As plantas foram entdo cultivadas em sala de crescimento com fotoperiodo
de 12/12 horas (claro/escuro) a 25 °C em concentracdo de CO. ambiente
(aproximadamente 400 ppm) e intensidade luminosa de 100 pmol m2 s, A intensidade
de luz foi ajustada individualmente e aferida frequentemente com auxilio de sensor
quantum (sensor PAR, Li-190R, LiCor, Nebraska, USA) acoplado a um medidor portatil
que monitora com precisdo (0,1 pmol m s?) a radiacio fotossinteticamente ativa (400-
700 nm). As medicdes foram realizadas na altura da copa das plantas.

As plantas foram cultivadas sob LEDs de alta eficiéncia em faixa pancromatica
[branco; (400-700 nm)] e monocromatica de banda estreita com diferentes qualidades de
luz [azul (450 nm), verde (555 nm) e vermelha (658 nm)] (Fig. 1), em caixas individuas
de MDF com revestimento branco de 30 x 30 x 30 cm de dimensdes internas. Todas as
plantas foram frequentemente irrigadas conforme necessidade e fertirrigadas com 50 mL
de solucdo nutritiva de Hoagland completa (pH 5,3) a cada 2 dias, durante o periodo de
crescimento e imposicdo dos tratamentos com os LEDs. A qualidade espectral dos LEDs
foi monitorada com auxilio de um espectrorradiébmetro (ASD Inc.; Fieldspec 3 Jr.,
Colorado, USA).
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Figura 1 — Qualidade espectral dos LEDs utilizados no experimento com 0s Seus
respectivos picos da luz branca (400 - 750 nm), luz azul (450 nm), luz verde (555 nm) e
luz vermelha (658 nm) e a dispersao sob metade da largura de banda em relacdo a altura
do pico maximo, discriminados na regido central, com um intervalo minimo e maximo da
faixa espectral correspondente a cada um dos LEDs monocromaticos. Os dados foram
normalizados para 100% de intensidade nos respectivos picos de emissividade dos LEDs.

2.2.2 Andlise de crescimento

Os parametros de crescimento foram avaliados durante a fase vegetativa das
plantas. Foram coletadas 8 plantas por tratamento aos 20 dias ap0s o inicio do crescimento
nas diferentes qualidades de luz. Quantificou-se a matéria seca das raizes, caules, folhas
e total das plantas pela soma das fracfes anteriores. Ainda, a area foliar foi obtida pelo
escaneamento das folhas. Para obtencdo da matéria seca as fragdes foram colocadas em
estufa de circulacéo forcada, a temperatura de 70 °C por no minimo 48 horas e as fracdes
quantificadas em balanca digital analitica. Os parametros e eficiéncia de crescimento
[taxa de assimilacdo liquida (TAL) e taxa de crescimento relativo (TCR)] foram
estimados segundo método descrito em FALCIONI et al., 2018; HOFFMANN;
POORTER, 2002; SILVA et al., 2013.

45



2.2.3 Determinacéo dos teores de pigmentos foliares

Segmentos de 2 cm? do limbo, da quarta ou quinta folha totalmente expandida a
partir do &pice caulinar foram utilizados para quantificacdo dos teores de clorofilas (Chl
a, b e totais) e carotenoides (carotenos e xantofilas). A extracdo foi realizada
imediatamente apds a coleta dos segmentos, com imersdo no escuro e em temperatura
ambiente, por aproximadamente 18-20 horas em solugéo de acetona 80% (v/v) saturada
com CaCO:s. Para leitura do espectro de absorcao (400 a 700 nm) dos pigmentos foliares
extraidos (in vitro) utilizou-se espectrofotdmetro (Shimadzu UV-2450 com software UV-
Probe v.2.34, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). As concentracdes de clorofilas e
carotenoides foram estimadas segundo equacBes matematicas descritas por
LICHTENTHALER, 1987, selecionando os comprimentos de onda de 470, 647 e 663
nm. Segmentos similares aos usados para extracdo dos pigmentos foram coletados,
colocados em estufa a 70 °C e quantificados em termos de matéria seca para avaliacdo e
expressdo dos dados com base em massa. Dilui¢fes foram realizadas quando necessério.
As formulas para estimativa dos pigmentos séo apresentadas abaixo:

Chl a = 12,25 X AbS663 - 2,79 X Ab5647
Chlb = 21,50XAbS64,7 - 5,1OXAbS663
Chl(a+ b) = 7,15x Absge3 + 18,71 x AbS¢47

1000 x Abs,7¢9 — 1,82 x Chla — 85,02x Chl b
198

Car (carotenos + xantofilas) =

2.2.4 Determinacao dos dados de reflecténcia, absorbancia e transmitancia da luz
Dados de reflectancia (R) e transmitancia (T) foram obtidos diretamente por meio
do acoplamento de dois espectrorradidmetros (ASD Inc.; Fieldspec 3 Jr., Colorado, USA)
calibrados e colimados imediatamente antes do uso com placa padrdo Spectralon®.
Aplicou-se um feixe de luz de aproximadamente 2.000 umol m=2 s em um dos sensores
(aquele posicionado na face adaxial da folha) e entdo efetuado as leituras de 400 a 700
nm simultaneas, tanto de reflectancia quanto de transmitancia. Considerou-se entdo a
absorbancia (A) como sendo a fracdo calculada pela equagdo [A = 1 — (R + T)]
(FALCIONI et al., 2017). Foram realizadas duas leituras por folha (uma de cada lateral
do limbo da face adaxial) e considerou-se a média da folha como unidade experimental.

Selecionou-se 0s pontos da curva espectral da luz visivel referentes ao azul (450 nm),
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verde (555 nm) e vermelho (658 nm) e o branco (considerado como a média de 400 a 700
nm) e da fonte de luz do equipamento Licor Li-6800 (90% em 625 nm e 10% em 475 nm;
90:10) e estimou-se os parametros de absorcéo das folhas (Abs), utilizando esses dados

posteriormente para as devidas corre¢cdes dos parametros fotossintéticos.

2.2.5 Anédlise dos parametros fotossintéticos e de fluorescéncia da clorofila a

Para as andlises do parametros fotossintéticos das plantas crescidas nas diferentes
qualidades de luz foram selecionadas a 4° ou 5° folha, a partir do apice para a base, e
realizadas as medidas de trocas gasosas em um sistema de concentracdo de gases no
infravermelho (IRGA; Li-6800, LiCor, Nebraska, USA; Gax Exchange System),
acoplado com o modulo de fluorescéncia Multiphase Flash™ Fluorometer (Li-6800-01F,
LiCor, Nebraska, USA). Parametros como taxa fotossintética liquida (A), condutancia
estomatica (gs), concentragdo intercelular de CO. (Ci) foram avaliados nas plantas
estudadas. Foram realizadas curvas de resposta fotossintética a luz com imposicdo de
diferentes intensidade luminosas [(0, 25, 50, 75, 100, 150, 300, 400, 600, 800, 1000, 1200,
1500, 1800, 2000 e 2500 pumol m*? st de PAR; proporcdo de vermelho e azul (90:10));
tempo minimo 60 e maximo de 120 segundos, para cada leitura e CO2 na concentracao
de 400 pmol mol? fixada na cadmara de amostra (COz_s)]. As curvas A-Ci (taxa
fotossintética versus concentracdo interna de CO>) foram realizadas com as seguintes
concentracdes [(400, 300, 200, 150, 100, 75, 50, 25, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1500,
1800, 2000 umol mol* de CO; fixados na camara de referéncia (CO,_r); luz fixada em
2000 umol m2 s PAR; tempo minimo de 50 e maximo 90 segundos, para cada leitura].
Ressalta-se que as medi¢Oes das curvas de luz foram realizadas simultaneamente com as
medic¢des da fluorescéncia da clorofila a usando o médulo de fluorescéncia Multiphase
Flash™ Fluorometer (Li-6800-01F, LiCor, Nebraska, USA). As demais condigdes de
medicGes foram realizadas com uma camara foliar de 6 cm?, taxa de fluxo de 600 pumol
s, humidade relativa na amostra (RH_s) de 60%, Fan speed (10.000 rpm) e temperatura

da folha na cdmara de amostra em 25 °C, para cada uma das medidas.
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A partir dos dados obtido da curva de resposta a luz foram estimados a respiracdo
(Rd), e saturagdo (PS) de luz, rendimento quantico da fotossintese (a) utilizando-se de

modelos matematicos obtidos na analise de regressdo dos dados:

y=ax+b
onde:
y = taxa fotossintética liquida;
a = coeficiente angular ou inclinacdo da reta (rendimento quéntico da fotossintese);
X = niveis de luz (limitado de zero a 150 pmol m? s PAR);

b = constante do modelo (respiracao no escuro).

O ponto de saturacédo fotossintético foi estimado pelo modelo hiperbélico:

ax
(b+x)

y=y0+

Onde:

y = taxa fotossintética liquida;
y0 = constante do modelo;

a e b = parametros do modelo;

X = niveis de luz.

Calculou-se o limite de y para x tendendo ao infinito [ lim y [, em seguida,

X—00
calculou-se 90% desse valor, e entdo estimou a irradiancia correspondente aquela taxa
fotossintética. Graficamente (e empiricamente) esses valores foram individualmente
verificados e testados correspondendo ao ponto intuitivo de saturacdo da fotossintese para
cada uma das curvas.

Para obtencéo dos parametros fotossintéticos com base na luz absorvida procedeu-
se a corregdo das curvas de respostas a luz, corrigindo cada uma das intensidades (25, 50,
75, 100, 150, 300, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1500, 1800, 2000 e 2500 pumol m2 s de
PAR) pelos respectivos parametros de absor¢do da folha, obtidos conforme descrito no
topico acima. ApoOs a obtencdo das curvas de luz corrigidas pela absor¢do foram
estimados os parametros oaps (rendimento quantico da fotossintese sob luz efetivamente
absorvida) e PSaps (ponto de saturagdo sob luz efetivamente absorvida) utilizando os

modelos matematicos também descrito acima.
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A estimativa dos parametros de velocidade méaxima de carboxilacdo da RuBisCO
(Vemax), foram calculados com o script “PCE_Calculator Curve Fitting Model 2.0”
desenvolvido para plantas de tabaco e disponibilizado na “Plant Cell & Enviroment 2016”
(Sharkey, 2016). As constantes utilizadas foram temperatura da folha a 25 °C, Pam 101
kPa e Oz 21 kPa (Sharkey, 2016).

A fluorescéncia da clorofila a foi determinada aplicando um pulso de luz saturante
de 15.000 pmol m2 s com duracdo de 1 segundo e output rate de 500 Hz em plantas
aclimatadas no escuro (overnight) e durante as medi¢6es com luz actinia (curvas de luz).
Os dados de fluorescéncia foram utilizados para calcular a eficiéncia maxima do PSII
(rendimento quantico potencial; Fv/Fm), rendimento quantico efetivo do PSII (Fv’/Fm’),
eficiéncia operacional dos centros de reagdo do PSII (®psii), quenching ndo fotoquimico
(NPQ), fracdo do quenching ndo fotoquimico (gN), fracdo do quenching fotoquimico

(gP), conforme equacdes, calculados de acordo com Baker, 2008:

[ _ (Fm'-Fs)].
wpsin = C—) ]
[ __ (Fm—Fmn].
_NPQ T (Fmn) I
[ _ (Fm—-Fmn].
_qN T Fm) I

[ _ (Fm'-Fs)].
_qP - (Fm’—For)]’
Onde:

fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia no estado
estacionario (Fs), fluorescéncia variavel (Fv = Fm - Fo). Os dados referentes a medicdes

obtidas na planta aclimatada na presenca de luz foram acrescido com “ ' .

2.2.6 Medicbes com a cdmara de topo transparente

As curvas de resposta a luz, curvas A/Ci e as estimativas dos parametros
fotossintéticos em fungdo das diferentes qualidades espectrais foram obtidos de modo
semelhante ao descrito no topico acima substituindo a fonte de luz disponivel no modulo
de fluorescéncia Multiphase Flash™ Fluorometer (Li-6800-01F, LiCor, Nebraska, USA)
pelo modulo 3x3 cm Camara de Topo Transparente (Li-6800-12, LiCor, Nebraska, USA)
no qual utilizou-se como fonte de luz os LEDs utilizados no crescimento das plantas.

Avaliou-se as trocas gasosas nas plantas crescidas nos seus respectivos LEDs e em
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seguida nos demais LEDs formando uma combinacéo fatorial 4x4 relativo a condicdo de

crescimento vs fonte de luz de excitagcdo (qualidade dos LEDSs).

Figura 2 — Imagem representativa da analise de trocas gasosas obtida com os LEDS de
diferentes qualidades espectrais. (A) luz branca (400 - 750 nm), (B) luz azul (450 nm),
(C) luz verde (555 nm) e, (D) luz vermelha (658 nm).

2.2.7 Microscopia eletronica de transmissao

Foram coletadas sec¢des transversais de limbo de aproximadamente 2 mm? da
ultima folha totalmente expandida a partir do apice caulinar e fixadas em solucao
Karnovsky modificada contendo glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2% em tampéo
cacodilato 0,05 M (KARNOVSKY, 1965) e armazenadas a 4 °C para procedimentos
posteriores. As amostras foram lavadas em tampao cacodilato (0,05 M) e pds-fixadas em
solucéo de tetroxido de d6smio 1% em tampdo cacodilato 0,05 M. Apos a fixagdo, 0s
seguimentos de limbo foram contrastados (in bloc) com acetato de uranila 0,5%
(overnight). Procedeu-se a desidratagdo das amostras utilizando-se de séries com
concentragdes crescente de acetona [30, 50, 70, 90 e 100% (3x)], e posterior infiltracéo e
inclusdo em resina Spurr low viscosity (Sigma Aldrich Inc.). As amostras foram

transferidas para moldes especificos para polimerizacdo da resina, em estufa de
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temperatura controlada (65 °C - 70 °C) por 72 horas. Foram realizados cortes semi-finos
(1500 nm de espessura) e ultrafinos (70 nm de espessura) em ultramicrotomo (MTX
Powertome X, Boeckeler Instruments RCM Products, Egham, UK) utilizando navalha de
vidro e diamante (Diamond Kbnife), respectivamente. Os cortes ultrafinos foram
contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963),
lavados com &gua deionizada e finalmente observados em microscopio eletrénico de
transmissdo (JEOL JEM-1400, Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, Ilinois, EUA)
equipado com uma camera digital, a 80 kV, disponivel no Complexo de Apoio a Pesquisa
(COMCAP). As imagens digitais obtidas foram analisadas de forma qualitativa. Todos
0s reagentes usados eram especificos para grau microscopia eletrénica de alto padréo
Sigma Aldrich (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA) ou EMS (Electron Microscopy
Science, Industry Road Hatfield, Pensilvania, USA).

2.2.8 Identificacdo dos polipeptideos das membranas dos tilacoides por SDS-PAGE

Foram isolados cloroplastos usando o método da Tricina. Para isso 4 g de folhas
frescas foram trituradas em grau e pistilo com um tampdo de isolamento gelado (300 mM
NaCl, 2 mM MgCl,, 50 mM Tricine/NaOH, pH 7,5). Apos triturados, o homogenato foi
filtrado e a solucdo centrifugada a 300 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado em
um novo tubo e novamente centrifugado a 3000 xg por 10 minutos. O pelet resultante foi
suspendido em tampéo de isolamento e novamente procedeu-se a centrifugacao em 3000
Xg. Apo0s a centrifugacao, descartou o sobrenadante e o pelet foi novamente resuspendido
em um tampdo low-salt (2 mM MgCl2, 5 mM Tricine/NaOH, pH 7,5) para remover
cloroplastos e outras membranas e entdo novamente procedeu-se centrifugacdo em 6000
Xg por 10 minutos. Descartou 0 sobrenadante e o pelet resultante foi resuspendido,
armazenado no tampéao de isolamento e definido como membrana de tilacoides conforme
Miller e Cushman, 1979 e Miller, 1980. Realizou a quantificacdo dos teores de proteinas
pelo método da raz&o 260/280 nm e colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976). As
amostras foram submetidas a analises por eletroforese de gel de SDS-poliacrilamida de
acordo com Laemmli, 1970. Foram padronizados a mesma quantidade de proteinas para
acorridano SDS-PAGE. Um gel de 8,5 cm contendo um gradiente superior de 6 e inferior
de 12% de acrilamida foram usados para separacdo dos constituintes dos fotossistemas
extraidos, sob corrente constante de 20 mA a 25 °C durante 4 horas. Os polipeptidios
foram visualizados por meio de coloragcdo com Coomassie Blue G-250 overnight, seguido

por sucessivas lavagens em acido acético 7% para remocdo do excesso de corante e a
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imagem fotodocumentada em um Transluminador UV-A (254 nm, L-PIX HE, Loccus
Biotechnology S&o Paulo, Brazil). As bandas foram comparadas e analisadas segundo um
padrdo com peso molecular (Precision Plus Protein — Dual Xtra Prestained Biorad) e os
dados obtidos analisados com banco de dados disponivel (RCSB — Protein Data Base).
Para isso usou a rotina “Gels” disponivel no Software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij).
Para confirmacdo dos pesos moleculares e andlises do peptideos, as amostras foram
analisadas qualitativamente por espectrometria de massas conforme (VILLEN; GYGI,
2008) e adaptado pelo Laboratorio Nacional de Biociéncias — LNBio
(https://Inbio.cnpem.br/facilities/mass-spectrometry/sample-preparation/).  Utilizou-se
um UHPLC M-Class Waters nanoLC acoplado a um espectrometro de massas Waters
Xexo G2-si (Q-TOF), utilizando modo de aquisicdo MSe. Apds andlise, 0s arquivos
RAW foram processados utilizando ProteinLynx Global Server versdo 3.0.3 (Waters)
com banco de dados para proteinas de N. tabacum (L.) do Uniprot, considerando um
High.Protein.Score, definida automaticamente pelo software (VILLEN; GYGI, 2008).

2.2.9 Andlises estatisticas

Os dados obtidos dos respectivos tratamentos foram submetidos a analise
estatistica ANOVA One-Way para média e erro padrdo da média (p <0,05). Diferencas
significativas (p <0,05) em comparagdes multiplas entre os efeitos da qualidade de luz
analisados utilizando testes estatisticos de Tukey HSD (Honestly Significant Difference).
Os dados dos parametros fotossintéticos foram submetidos a analise de regresséo.
Analises das plantas crescidas nos respectivos LEDs (branco, azul, verde e vermelho)
assim como as avaliacOes fotossintéticas nos diferentes LEDs foram submetidos a analise
de variancia em comparacao dentro (plantas crescidas nos LEDS) e entre (crescimento de
plantas nos LEDs e taxas fotossintéticas com medicGes em todos os LEDs). Os dados
para analises estatisticas foram analisados com os softwares Statistica 10.0 (Statsoft Inc.,
California, USA) e Sisvar v.5.6 (Brasil). Com os dados obtidos foram elaborados os

graficos com auxilio do software Sigma Plot 10.0 (Systat Inc., California, USA).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Analise de crescimento, teores de pigmentos foliares e parametros espectrais
das folhas

Nas plantas crescidas sob luz verde (GL) ocorreu reducao do acimulo de biomassa
[19%, 29% e 16%, em relacdo as plantas crescidas no branco (WL), no azul (BL) e
vermelho (RL), respectivamente], mas ndo houve diferencas significativas (p <0,05) entre
as plantas WL, BL e RL (Fig. 3 e Fig. 4). Os resultados das curvas espectrais demonstraram
que ocorreu absorcdo de uma porgéo substancial da luz verde nas folhas, diferentemente
do que ocorreu nos pigmentos extraidos em solucdo (in vitro; Fig. 5). No entanto,
observou-se menor absorcdo do verde, em comparacdo as faixas espectrais do azul e
vermelho em todos tratamentos. Quando comparados a absorcdo das folhas em suas
respectivas condi¢Oes de crescimento, observou-se que os indices de absorbancia médio das
folhas foram de 81% da faixa espectral do branco na planta WL, 88% de absorcao do azul
na planta BL, 60% de absorcdo do verde na planta GL e 88 % na faixa do vermelho na
planta RL (Tabela 1), o que representou incremento de absorcdo de luz de
aproximadamente 46% do azul e vermelho, e 34% da luz branca, em relacdo a absor¢édo
do verde disponivel para o crescimento das plantas. Analisando as curvas de absor¢ao das
folhas, observou-se que nas plantas BL ocorreu reducdo da absorbéncia em todo o
espectro da curva (Fig. 5), associado a menores conteudos de pigmentos fotossintéticos

por unidade de area e massa nessas plantas (Fig. 6).

Figura 3 — Imagem representativa de plantas de Nicotiana plumbaginifolia L. (tabaco)
cultivados em diferentes qualidades de luz no 15° dia apds imposicéo dos tratamentos. Da
esquerda para a direita, plantas crescidas em luz branca, azul, verde e vermelha,
respectivamente.
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Figura 4 — (A) Parametros de crescimento da matéria seca das raizes, caules e folhas e
total de plantas de tabaco cultivadas em diferentes qualidades de luz (branca, azul, verde
e vermelho, respectivamente), (B) taxa assimilatoria liquida (TAL) e (C) taxa de
crescimento relativo (TCR) em plantas de tabaco submetidos ao crescimento em
diferentes qualidades de luz ao 15° dia apds imposi¢do dos tratamentos. Médias seguidas
de letras mailsculas distintas representam diferencas estatisticas significativas pelo teste
de Tukey (p <0,05). n=8+SE.
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Figura 5 — Curvas espectrais (A) reflectancia, (B) transmitancia, e (C) absorbancia foliar
(in vivo); (D) pigmentos fotossintéticos totais (in vitro, solugdo de acetona 80%; v/v) de
plantas de tabaco cultivadas em diferentes qualidades de luz. O erro padrdo é mostrado
em cinza. n=8+SE.
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Tabela 1 — Absorbancia da folha nos comprimentos de onda do azul (450 nm), verde (555
nm), vermelho (658 nm), espectro do visivel (400-700 nm) e propor¢do vermelho (625
nm) e azul (475 nm) (90:10) da fonte de luz do equipamento Li-6800, em plantas de
tabaco submetidas ao crescimento em diferentes qualidades de luz. Médias seguidas de
letras maidsculas distintas na coluna representam diferencas estatisticas significativas
pelo teste de Tukey (p <0,05). n=8+SE
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Figura 6 — Pigmentos foliares: clorofila a, b, totais (a+b) e carotenoides (carotenos e
xantofilas) expressos por unidade de (A) area e massa (B) em plantas de tabaco
submetidas ao crescimento em diferentes qualidades de luz. Médias seguidas de letras
maiusculas distintas representam diferencas estatisticas significativas pelo teste de Tukey
(p <0,05). n=8+SE.
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2.3.2 Parametros fotossintéticos e de fluorescéncia da clorofila

Os parametros fotossintéticos mensurados nas condigdes de cultivo das plantas
(utilizando como fonte de luz os LEDs das respectivas condi¢Ges de crescimento, com
100 pmol m? st de irradiancia e 400 ppm de CO,), mostraram um incremento na taxa de
assimilacdo liquida (A1) de 52%, 35% e 82% nas plantas WL, BL e RL,
respectivamente, em comparagéo as plantas GL (Tabela 2). As taxas de assimilagdo
liguida maxima (Amax) também mensuradas com os referidos LEDs das condi¢cbes de
crescimento das plantas foram de 15,19 umol m? s nas plantas WL medido com fonte
de luz o LED branco (WM), 14,28 pmol m? s nas plantas BL medido com LED azul
(BM), 16,23 umol m? s nas plantas GL medido com o LED verde (GM) e 14,82 umol
m? s nas plantas RL medido com o LED vermelho (RM), apresentando diferenca
significativa (p <0,05) apenas entre as plantas GL e BL (incremento de aproximadamente
13% em GL em relacdo a BL). Os dados estimados do rendimento quantico sob luz
incidente (o) mostraram um incremento de 51%, 38% e 79% nas plantas WL, BL e RL
em relacdo as plantas GL (Tabela 2). Ao corrigir os dados de o pelas respectivas
absorbancias das folhas (oans) este parametro apresentou redugéo nas plantas GL somente
em relacdo ao oaps €stimado nas plantas RL (aproximadamente 25%), ndo diferindo
estatisticamente (p >0,05) das plantas WL e BL (Tabela 2).
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Tabela 2 — Parametros fotossintéticos obtidos, e estimados a partir das curvas de resposta
a luz das plantas crescidas sob as diferentes qualidades espectrais, As analises foram
medidas com a cadmara de topo transparente do equipamento Li-6800 sob as mesmas
condicBes de cultivo (fonte de excitacdo: LED disponivel na respectiva condi¢do de
crescimento; 100 pmol fotons m2 s*; 400 ppm de CO2). a - rendimento quantico da
fotossintese [(umol CO, m? st)/(umol fotons m? s)]; aans - rendimento quéntico da
fotossintese corrigido pela absorbancia [(umol CO, m2 st)/(umol ftons m2 s1)]; Amax -
taxa fotossintética liquida maxima e; Aioo- taxa fotossintética liquida medida em 100
umol fotons m2 s, Médias seguidas de letras mindsculas distintas na coluna representam
diferengas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p <0,05). n=5+SE

Planta a Olabs A 100 A max
BRANCO  0.0424 +0.0013 b 0.0519 +0.0015 ab 4.09 £0.09b 15.19 +0.37 ab
BN 0.0388 +0.0014 b 0.0448 +0.0015 b 3.63 £0.20b 14.28 £0.32b
VERDE 0.0280 +0.0013c 0.0453 +0.0012 b 2.69 +0.08¢ 16.23 £0.37a
0.0502 +0.0030 a 0.0570 +0.0033 a 4.89 +0.272 14,82 +0.46 ab

Os parametros fotossintéticos obtidos utilizando a fonte de luz padréo disponivel
do médulo Multiphase Fluorometer acoplado ao equipamento Li-6800 (90:10) revelaram
que nao ha diferencas significativas nas taxas de respiracdo no escuro (Rd) nas plantas
crescidas nas diferentes qualidades espectrais (p > 0,05) (Tabela 3). Além disso, as plantas
GL apresentaram reducdo no aans €m relacdo as plantas WL e BL, mas ndo diferiram
estatisticamente do aaps estimado na planta RL, enquanto o Amax ndo diferiu
estatisticamente entre as plantas (p > 0,05) (Tabela 3). Nesse tipo de anélise, evidencia-
se apenas as diferencas entre as plantas crescidas sob as diferentes qualidades espectrais,
uma vez que a fonte de luz na medicdo das trocas gasosas € a mesma para todas as plantas.

Tabela 3 — Parametros fotossintéticos estimados a partir das curvas de luz obtidas com a
fonte de luz padrdo da camara Multiphase Fluorometer do equipamento Li-6800, e
concentracdo de 400 ppm de CO2. Rd - taxa de respiragdo no escuro; Amax - taxa
fotossintética liquida maxima; o - rendimento quéntico da fotossintese [(umol CO2, m2s°
B (umol fotons m? s1)]; e oabs - rendimento quéntico da fotossintese corrigido pela
absorbancia[(umol CO2 m2 s) (umol fotons m2 s1)], de plantas de tabaco submetidas
ao crescimento em diferentes qualidades de luz. Médias seguidas de letras minusculas
distintas na coluna representam diferencas estatisticas significativas pelo teste de Tukey
(p <0,05). n=5+£SE

Planta Rd A a Qlaps
BRANCO -1.00 +0.04 16.36 +0.782 0.0518 +0.0019a 0.0627 +0.0022 a
B 109:012a 14.64 +0.56 0.0473 £0.0036ab  0.0613 +0.0043a
VERDE -0.98 +0.053 15.50 +0.30a 0.0399 +0.0028 b 0.0484 +0.0030 b
MBSl 114 :004a 14,59 +0.39a 0.0485 £0.0011ab  0.0592 +0.0015 ab
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Através dos dados de fluorescéncia da clorofila medidos na planta aclimatada no
escuro, observou-se menor rendimento quantico potencial do PSII em reduzir o pool de
quinonas (Fv/Fm) nas plantas GL (Fig. 7A; inset). Os dados de fluorescéncia da clorofila
a, obtidos em conjunto com as curvas de respostas fotossintética a luz, evidenciaram que
a eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII quando os centros de reacdo encontravam-se
abertos (Qa oxidada), (Fv’/Fm’) e a eficiéncia operacional dos centros de reacao do PSII
(oPSII) apresentaram valores elevados quando expostos a um feixe de luz de baixa
irradiancia e reduziram gradativamente com o aumento da intensidade da luz para todos
os tratamentos (Fig. 7A). Observou-se que os valores de Fv’/Fm’ foram menores nas
plantas GL em relacdo as demais plantas, sendo observadas as diferencas mais
expressivas quando comparadas com as plantas BL. Por outro lado, os valores de ¢PSlI
ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) entre as plantas quando medido sob
alto PPDF (Fig. 7A e 7B). Adicionalmente, as plantas BL exibiram maior dissipacao de
energia ndo fotoquimica (NPQ) e maior fracdo de fluorescéncia variavel dissipada pelos
processos ndo fotoquimicos (qN) sob alta irradiancia, em relagdo aos demais tratamentos
(Fig. 7C e 7D). No entanto, a fracdo da fluorescéncia varidvel dissipada pelos processos

fotoquimicos (gP) foram maiores nas plantas GL (Fig. 7D).
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Figura 7 — Curvas de fluorescéncia obtidos em conjunto com as curvas de luz (A)
Rendimento quantico efetivo do PSII, (B) eficiéncia operacional do fotossistema 11, (C)
quenching ndo fotoquimico e, (D) relacdo entre o quenching de dissipacdo néo-
fotoquimico (qN) e o dissipacdo fotoquimico (qP) em plantas de tabaco submetidas ao
crescimento em diferentes qualidades de luz. Inset com o grafico de barras indica o
rendimento quéantico potencial do PSIl. Médias seguidas de letras mailsculas distintas
representam diferengas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p <0,05). n=5+SE.

Ao comparar os parametros fotossintéticos obtidos nas plantas crescidas em
diferentes qualidades de luz medidos com o mesmo LEDs (Tabela 4; entre os quadrantes),
os resultados demostraram que sob baixa irradiancia (porcao linear da curva de resposta
fotossintética a luz; Fig. 8 e 9), independentemente da luz de excitacdo, as plantas GL
apresentaram menores taxas de assimilacao liquida (Aio0) em relacdo as demais plantas.
No entanto, em alta disponibilidade de PPDF esse quadro foi revertido e as plantas GL
tenderam a maximizar o Amax Sendo as diferengas mais expressivas observadas em
comparacédo as plantas BL (Tabela 4; entre os quadrantes). Nas plantas GL, o ponto de
saturacdo luminoso corrigido pela absorgdo (PSans) apresentaram um incremento
expressivo, especialmente em relagdo as plantas BL, independentemente das luzes de
excitacdo das medigdes. Por outro lado, ocorreu a reducao desse parametro nas plantas

BL, também independentemente da fonte de luz utilizada nas medi¢des (comparacao
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entre os quadrantes). Adicionalmente, foram encontrados altos valores de Ci e proximos
entre todos os tratamentos (315 a 348 pmol m? s; Tabela 5). Ainda, o gs ndo diferiu entre
as plantas quando medidas em GM. No entanto, quando medido em BM observou-se
reducdo dos valores nas plantas GL e RL, mas ndo nas plantas BL. Além disso, 0 VCmax
tendeu a ser maior nas plantas BL em relacdo as plantas GL (comparacdo entre 0s
quadrantes, Tabela 5).

Para comparar os efeitos dos diferentes LEDs sobre os pardmetros fotossintéticos,
as analises foram realizadas substituindo a fonte de luz na medicéo das trocas gasosas por
WM, BM, GM e RM, e avaliados na mesma planta (WL, BL, GL e RL) (comparacéo
dentro do quadrante; Tabela 4). Quando medidos com GM os valores de a tenderam a
ser menores quando comparados com as outras fontes de luz de excitacéo nas plantas WL,
BL e RL, mas ndo nas plantas GL, em que as fontes GM e BM ndo diferiram
estatisticamente (p <0,05) (Tabela 4; dentro do quadrante). Salienta-se que nesse caso,
houve expressiva diferenca na absorcéo da luz verde (GM) em relagédo aos outros LEDs
devido a baixa absorcao foliar nessa faixa espectral (Fig. 5 e Tabela 1). Por outro lado,
observou-se incremento de o quando os valores foram corrigidos pela efetiva absor¢édo
foliar (0iabs) em relagdo ao a. Até mesmo, quando medidos com GM tenderam a igualar-
se as fontes WM e RM dependo da condi¢édo de cultivo da planta (por exemplo: plantas
WL e GL). Mesmo com a absorcdo reduzida, sob a fonte GM foram encontrados altos
valores de Amaxem todas as condigdes de cultivo e similares aqueles medidos sob as fontes
WM, BM e RM (comparacéo dentro do quadrante; Tabela 4). Ademais, observou-se que
sob a fonte de luz BM ocorreu aumento expressivo do PSaps em relagéo aos demais LEDs
(comparacéo dentro do quadrante, Tabela 4 e Fig. 9).

61



Tabela 4 — Parametros fotossintéticos obtidos e estimados a partir das curvas de luz das
plantas de tabaco submetidas ao crescimento em diferentes qualidades de luz, medidas
com a camara de topo transparente, utilizando como fonte de excitacdo os mesmos LEDs
disponiveis no crescimento das plantas e contracdo de 400 ppm de CO>. PS - ponto de
saturacdo (umol fotons m= s?); PSas - ponto de saturacdo corrigido pela absorbancia
(umol fotons m2 s1); Amax - taxa fotossintética liquida maxima[(umol CO, m2s1) (umol
fotons m? s1)]; a - rendimento quéntico da fotossintese [(umol CO2, m? s) (umol fotons
m2 s1)] e; oabs - rendimento quéntico da fotossintese corrigido pela absorbancia[(umol
CO, m2 s (umol fotons m2 s1)]. Médias seguidas de letras mailsculas comparam 0s
efeitos do LED na mesma planta (dentro do quadrante) e médias seguidas por letras
minusculas comparam os efeitos de cultivo das diferentes plantas sob 0 mesmo LEDs
(entre os quadrantes) pelo teste de Tukey (p <0,05) sob analise da ANOVA fatorial.

n=5+SE

Planta LED PS PS.bs A nax a Olps
o Branco 595 +22 BCh 487 +19 Bbc 15.19 + 0.37 ABab 0.0424 + 0.0013 Aa 0.0519 £ 0.0015 Aa
% Azul 975 + 93 Ab 943 +92 Abc 13.87 £ 0.11 Ba 0.0355 +0.0012 Cb 0.0390 # 0.0013 Bab
g 820 + 67 Bb 491 +39 Bc 14.20 + 0.58 ABbc 0.0310 + 0.0009 Da 0.0518 + 0.0008 Ab
Vermelho 509 + 47 Cb 453 +41 Bb 15.55 + 0.50 Aa 0.0495 + 0.0035 Aa 0.0555 + 0.0038 Ab
Branco 590 +57 Bb 454 +43 Bc 14.18 + 0.81 Aab 0.0386 + 0.0010 Ba 0.0501 * 0.0016 Ca
Azul 895 + 109Ab 796 +97 Ac 14.28 + 0.32 Aa 0.0388 + 0.0014 Ba 0.0448 + 0.0015 Ca
910 + 83 Ab 437 +£32 Bc 13.52 + 0.50 Ac 0.0292 + 0.0009 Ca 0.0537 £ 0.0016 Ba
Vermelho 358 + 23 Cb 301 £19 Cc 14.69 *+ 0.36 Aa 0.0547 + 0.0019 Aa 0.0647 + 0.0023 Aa
Branco 954 +58 Ba 743 +24Ca 15.91 + 0.75Aa 0.0391 + 0.0015 Aa 0.0477 + 0.0016 Aab
Ié' Azul 1607 £ 36 Aa 1462 +36 Aa 13.86 + 0.69 Ba 0.0301 + 0.0014 Bc 0.0330 + 0.0015 Bb
g 1211 + 66 Ba 748 +44 Ca 16.23 + 0.37 Aa 0.0280 + 0.0013 Ba 0.0453 + 0.0012 Ac
Vermelho 1017 +120 Ba 903 +104 Ba 14.59 + 0.41 Ba 0.0415 + 0.0023 Ab 0.0471 + 0.0026 Ac
Branco 635 +23 Bb 516 +19 Cb 14.14 + 0.50 ABb 0.0377 + 0.0011 Ba 0.0465 + 0.0014 Bb
Azul 1122 + 152 Ab 1009 #107 Ab 13.30 £0.93 Ba 0.0342 + 0.0024 Bb 0.0378 + 0.0027 Cab
926 + 43 Ab 581 +#23 Bb 15.00 + 0.45 Ab 0.0285 + 0.0016 Ca 0.0475 + 0.0027 Bc
Vermelho 521 £90 Bb 426 +47Db 14.82 + 0.46 ABa 0.0502 + 0.0030 Aa 0.0570 + 0.0033 Ab
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Figura 8 — Curvas de resposta fotossintética a luz das plantas de tabaco submetidas ao
crescimento em diferentes qualidades de luz, e medidas com a cdmara de topo
transparente, utilizando como fonte de excitacdo os mesmos LEDs disponiveis no
crescimento das plantas e contracdo de 400 ppm de CO.. (A) Medicdes nas plantas
crescidas sob luz branca, (B) plantas crescidas sob luz azul (C) plantas crescidas sob luz
verde e (D) plantas crescidas sob luz vermelha. n=5£SE.
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Figura 9 — Curvas de resposta fotossintética a luz corrigida pela absorcdo foliar das
plantas de tabaco, submetidas ao crescimento em diferentes qualidades de luz, e medidas
com camara de topo transparente, utilizando como fonte de excitacdo os mesmos LEDs
utilizados no crescimento das plantas e contracao de 400 ppm de CO. (A) MedicGes nas
plantas crescidas sob luz branca, (B) plantas crescidas sob luz azul, (C) plantas crescidas
sob luz verde e (D) plantas crescidas sob luz vermelha. n=5+SE.
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Tabela 5 — Parametros fotossintéticos obtidos e estimados a partir das curvas A/Ci sob
2000 pumol fotons m? st de PAR em plantas de tabaco crescidas em luz branca, luz azul,
luz verde e luz vermelha, medidas com a camara de topo transparente utilizando como
fonte de excitagcdo os mesmos LEDs disponiveis no crescimento das plantas. VCmax - taxa
méaxima de carboxilagdo da RuBisCO [(umol COz m? s1) (umol fotons m2 sh)]; Cj -
concentragdo intercelular de CO, (umol CO, m? s) e; gs - condutancia estomatica
maxima (umol CO2 m2 s1). Médias seguidas de letras maitisculas comparam os efeitos
do LED na mesma planta (dentro do quadrante), e médias seguidas por letras minusculas
comparam os efeitos de cultivo das diferentes plantas sob o0 mesmo LEDs (entre os
quadrantes) pelo teste de Tukey (p <0,05) sob analise da ANOVA fatorial. n=5+SE

Planta LED

chax

Ci

8s

Branco
Azul

O
]
Z
<
[~
=]

Vermelho

Branco
Azul

Vermelho

Branco
Azul

VERDE

Vermelho

Branco
Azul

Vermelho

84.19 +4.46 ABa
69.59 +5.66 Bc
66.30 £3.32 Bb
98.63 £2.77 Aab

80.39 +4.77 Ba
101.45 +3.13 ABab

89.63 +5.96 Ba
103.27 +2.87 Aa

64.45 +3.64 Ba
84.93 +9.71 Ab
63.02 +4.06 Bb
79.40 +7.13 Ab

78.59 +8.05 Ba
110.34 +10.07 Aa

80.74 +4.48 Bab

92.68 +5.69 ABab

328.94 +5.955 Bb
348.32 #4.245 Aa
328.36 +7.016 Ba
331.30 #6.425 Ba

343.13 #6.383 Aa
344.21 +4.660 Aa
326.73 #5.31 Ba

323.28 #1.526 Ba

316.95 #5.099 Ab
328.17 £5.117 Ab
320.42 +2.487 Aa
321.77 £3.927 Aa

334.04 +4.994 Aab
327.34 £7.334 Ab
327.44 +1.263 Aa
315.51 #3.714 Aa

0.4087 +0.0053 Bb
0.5566 +0.0629 Aa
0.3869 +0.0499 Ba
0.4429 +0.0352 ABa

0.5114 +0.0071 Aa
0.5348 +0.0688 Aa
0.3397 +0.0254 Ba
0.3422 +0.0049 Ba

0.3447 +0.0282 Ab
0.3701 #0.0276 Ab
0.3668 +0.0156 Aa
0.3411 +0.0201 Aa

0.4041 +0.0253 Ab
0.3491 #0.0497 Ab
0.3763 £ 0.0165 Aa
0.3160 £0.02615 Aa
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2.3.3 Microscopia eletrénica de transmissdo

Foram observadas diferencas ultraestruturais em nivel de cloroplasto,
especialmente na disposicdo e organizacdo dos tilacéides (Fig. 10). As alteracbes mais
expressivas foram observadas entre as plantas GL e BL. Sob luz azul, evidenciou-se forte
reducdo na quantidade de grana, que quando presentes, foram pobremente empilhados,
verificando-se assim a predominancia de tilacoides estromais (Fig. 10B e 10F). Por outro
lado, nas plantas WL e RL visualizou-se grana bem desenvolvidos, mais curtos e muito
empilhado (Fig. 10A, 10E, 10D e 10H). Nas plantas GL, observou-se grana mais longos,
medianamente empilhados, porém, encontrou-se maior proporcionalidade entre

membranas granais e estromais, em relacdo a BL (Fig. 10C e 10G).
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Figura 10 — Microscopia eletronica de transmissdo dos cloroplastos de folhas de tabaco,
cultivadas sob diferentes qualidades de luz, ap6s 15 dias de imposi¢édo dos tratamentos.
(A e E) luz branca, (B e F) luz azul, (C e G) luz verde e (D e H) luz vermelha. Inset
evidencia detalhe da organizacgéo dos tilacoides sob as diferentes qualidades de luz. Barra
=1 um e inset 500 nm.
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2.3.4 ldentificacdo dos polipeptidios das membranas dos tilacoides por SDS-PAGE

A composicao dos polipeptidios das membranas dos tilacoides foi distinta entre
as plantas crescidas sob diferentes qualidades de luz (Fig. 11). Diferengas mais
expressivas foram observadas entre as plantas GL e BL. Observa-se reducédo expressiva
da intensidade da banda préxima a 30 kDa nas plantas BL e forte intensidade da banda
proxima a 24 kDa. Por outro lado, uma relagdo proporcional foi evidenciada entre essas
proteinas nas plantas GL. As bandas entre 20 kDa a 30 kDa séo relatadas como as fragoes
polipeptidicas dos complexos coletores de luz (LHCs) e confirmadas por andlises

qualitativas de espectrometria de massas.
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Descrigio da proteina N Acesso Espécie Fungio Massa (Da)
AOA1S4BC47_TOBAC 28.399
ADAIS3Y100_TOBAC Complexo colctor de luz | 28353
AOA1IS3Y974_TOBAC (LLIC) - funciona como 28.293
AOAIS3XLUT TOBAC um receptor de luz, 28.178
Proteinas de ligagio clorofila a-b| AOAIS3Y6II9_TOBAC | N. tabacum mt‘f‘;’ﬁ‘:ﬁ;‘:::’;;;‘:% 24.981
AOAIS3IY8R2_TOBAC fotossistemas aos quais 23.339
AOAISIYWGT_TOBAC estdo intimamente 23.339
ADAIS3YRG4 TOBAC associados 23225
AO0A1S3YSBY TOBAC 22315

350

Intensidade
(unidades arbitrarias)

Qualidade de luz

Figura 11 — Analise eletroforética por gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) de
extratos de tilacoides isolados de folhas de tabaco, submetidas ao crescimento em
diferentes qualidades de luz. As bandas e respectivas curvas associadas, indicam
alteracOes dos polipeptidios presentes nos extratos. As amostras foram coradas com azul
brilhante Coomassie. Os polipeptidios de 150 a 15 kDa foram observados nas
preparacOes. Alteragdes mais pronunciadas foram observadas nos polipeptidios entre 20
a 30 kDa relacionados aos complexos coletores de luz (LHCs) e confirmados
qualitativamente por analises de espectrometria de massas.
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2.4 DISCUSSAO

De acordo com resultados, as folhas absorvem porcao substancial da luz verde
(555 nm) (Fig. 5) que é capaz de conduzir as reacdes fotossintéticas (Tabela 4) e acimulo
de biomassa (Fig. 1 e Fig. 4) em plantas de Nicotiana plumbaginifolia. Analisando os
padrdes de crescimento das plantas cultivadas sob as diferentes qualidades espectrais,
observou-se maior acimulo de matéria seca nas plantas WL, BL e RL (aproximadamente
19%, 29% e 16%, respectivamente) em relacdo as plantas GL (Fig. 4). Além disso, 0s
dados fotossintéticos referentes as mesmas condic¢Ges de cultivo das plantas (A medido
com os LEDs das respectivas condi¢des de crescimento, com 100 pmol m? s? de
irradiancia e 400 ppm de COzy), demostraram um incremento na assimilagédo liquida de
CO2 de 52%, 35% e 82% nas plantas WL, BL e RL, respectivamente, em relacdo as
plantas GL, associado ao aumento no rendimento quantico sob luz incidente (o) de 51%,
38% e 79% (Tabela 2). Fica evidente que nessas condicdes (baixa irradiancia), ha menor
eficiéncia nos pardmetros de crescimento e fotossintéticos das plantas cultivadas sob luz
verde, contudo, tomando por base a luz incidente, e ndo a luz que é efetivamente
absorvida pela folha.

Ressalta-se que as plantas foram cultivadas em irradiancia abaixo do ponto de
saturacdo (100 umol m? s1) (Fig. 8 e 9), condigdo em que a luz é o fator limitante e,
teoricamente, a quantidade influencia fortemente nas respostas fotossintéticas e de
crescimento das plantas. O indice de absorbancia médio das folhas nas respectivas
condigdes de cultivo, apresentaram um incremento de absorcdo de luz de
aproximadamente 46% do azul e vermelho e 34% do branco, em relacdo a absor¢do do
verde (Tabela 1). De tal forma, ao corrigir os dados de a pelas respectivas absorbancias
das folhas (aabs) este pardmetro foi inferior na luz verde somente em relacdo ao dans
estimado na luz vermelha (aproximadamente 25%) (Tabela 2). E importante salientar que
nos resultados discutidos acima, os parametros de crescimento e fotossintéticos sofreram
a influéncia de dois fatores distintos: a qualidade da luz de excitacdo (HOGEWONING
etal., 2012; LYSENKO et al., 2019) e alteracGes fenotipicas que ocorreram influenciadas
pelo ambiente em que as plantas se desenvolveram (CASAL, 2012; HOGEWONING et
al., 2012; KIM et al., 2005; POORTER et al., 2011; SIMLAT et al., 2016).

O ambiente de luz disponivel no crescimento das plantas, altera os parametros
fotoquimicos e carboxilativos da fotossintese, dado a complexidade Optica, anatbmica,

estrutural e bioquimica das folhas que sdo afetadas por tais condicdes (BRODERSEN et
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al., 2008; EVANS; TERASHIMA, 1988; MA et al., 2017; MUNEER et al., 2014). Ao
analisar os parametros fotossintéticos conduzidos sob a mesma fonte de iluminagéo,
atribuiu-se as diferencas nas respostas observadas as alteracdes fenotipicas promovidas
nas plantas desenvolvidas sob as diferentes qualidades espectrais. Usualmente avaliam-
se as trocas gasosas [fotossintese] com 90% de luz vermelha e 10% de azul em sistemas
controlados. Diversos estudos atribuem a essas faixas espectrais o rendimento maximo
da fotossintese, onde a luz azul desempenha papel importante no controle da abertura
estomatica agindo em sinergia com a luz vermelha (MCCREE, 1971; SHIMAZAKI et
al.,, 2007; ZEIGER; HEPLER, 1977). Com equipamentos comerciais disponiveis
atualmente, € possivel realizar medidas simultaneas de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila que podem fornecer informacbes importantes sobre a eficiéncia fotossintética,
referentes aos processos biofisicos e bioquimicos (BAKER; ROSENQVIST, 2004;
ICHIRO et al., 2016), além de maiores detalhes sobre o funcionamento do aparato
fotossintético e processos fisiologicos, muitas vezes dificeis de serem explorados apenas
com uma das técnicas.

Os dados de trocas gasosas utilizando a fonte de luz padrdo disponivel no
equipamento Li-6800 revelaram que as plantas GL apresentaram redugdo no oaps €m
relacdo as plantas WL e BL. No entanto, apesar da menor eficiéncia das plantas GL em
reduzir o COz por foton absorvido, 0 Amax ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos
(Tabela 3). Além disso, através dos dados de fluorescéncia da clorofila a, observou-se
menor rendimento quantico potencial do PSII em reduzir o pool de quinonas (Fv/Fm; Fig.
7A, inset), ou seja, menor eficiéncia maxima fotoquimica nas plantas GL. Associado a
isto, observou-se menor eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII quando os centros de
reacdo se encontravam totalmente abertos (Qa oxidada) (Fm’/Fv’; Fig. 7A). Por outro
lado, a eficiéncia operacional dos centros de reacdo do PSII (¢PSII) sob alto PPFD,
igualou-se as plantas WL, BL e RL (Fig. 7B). Ou seja, sob forte iluminacdo, quando todo
0 sistema estava operante, mesmo com potencial fotoquimico maximo reduzido, grande
parte da luz absorvida pelas clorofilas do sistema antena do PSII foi eficientemente
convertida em energia fotoquimica nas plantas GL. No entanto, supde-se que devem
ocorrer mecanismos compensatorios para manter o $PSII inalterado entre as plantas.

Em geral, sob baixa irradiancia o $PSII apresentam valores mais altos devido a
grande proporcdo da luz absorvida que é utilizada na fotoquimica. Por outro lado, em alta
irradiancia as plantas tendem a apresentar valores menores de ¢PSII, porque parte da

energia de excitacdo ¢ dissipada pelos processos ndo fotoquimicos (dentre eles na forma
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de fluorescéncia e calor) (BAKER, 2008; MAXWELL; JOHNSON, 2000). Neste
trabalho, os dados de quenching ndo fotoquimico (NPQ), e os coeficiente do quenching
fotoquimico (gP) e ndo fotoquimico (gN) em funcdo do PPFD, forneceram informaces
sobre a particdo da energia no processo fotossintético. Os parametros gP e gN
representam as fracGes da fluorescéncia varidvel que sdo dissipadas pelos processos
fotoquimicos e ndo fotoquimicos respectivamente, enquanto o NPQ indica a fracdo da
energia de excitagdo dos pigmentos que € dissipada em forma de calor (BAKER, 2008;
LAZAR, 2015). Os resultados demostraram que em alto PPFD, as plantas BL dissiparam
grande parte da energia de excitacdo em forma de calor (NPQ; Fig. 7C), possivelmente
associado a maior protecdo do aparato fotossintético (GRUSZECKI et al., 2010;
LONGONI; SAMOL; GOLDSCHMIDT-CLERMONT, 2019; RUBAN, 2016).
Adicionalmente, os dados de gP revelaram que a dissipacdo de energia de excitacdo via
quenching fotoquimico foi maior nas plantas GL (Fig. 7D), mostrando uma alta eficiéncia
na particdo de energia de excitagdo para conduzir os processos fotossintéticos nessas
plantas.

O principal componente do NPQ é o quenching dependente de energia (QE)
relacionado ao gradiente de prétons através da membrana do tilacéide e ativacao do ciclo
das xantofilas (BAKER; HARBINSON; KRAMER, 2007; GUIDI; LO PICCOLO;
LANDI, 2019; STIRBET; GOVINDJEE, 2011). Outro componente associado a
dissipacdo ndo fotoquimica € o quenching do estado de transicdo (qT), relacionado a
fosforilacdo do LHCII e o balanco de excitacdo entre o PSI e PSII (HOGEWONING et
al., 2012; KRAUSE; WEIS, 1991). Qualquer desequilibrio na excitacdo dos dois
fotossistemas resulta em perdas de rendimento quantico da fotossintese. A curto prazo,
em escala de minutos, o estado de transicdo redireciona a energia de excitacao entre 0s
fotossistemas, podendo ocorrer movimentacdo do LHCII para o PSI, formando
complexos PSI-LHCI-LHCIlI (BURTON-SMITH et al.,, 2019; HORTON, 2012;
LONGONI; SAMOL; GOLDSCHMIDT-CLERMONT, 2019; PESARESI et al., 2002;
WOQOD et al., 2019). Por outro lado, a longo prazo, as plantas podem aclimatar-se as
alteracbes espectrais no ambiente de crescimento, alterando o tamanho relativo dos
fotossistemas, ou ainda, a razéo entre PSI/PSII. A restauracdo do balanco de excitagéo
entre os fotossistemas, pode resultar no incremento da taxa de transporte de elétrons e do
rendimento quéantico para a fixagdo de CO, (HOGEWONING et al., 2012). Nossos
resultados mostraram que a aclimatagdo em resposta a diferentes qualidades espectrais no

crescimento das plantas, ocorreram em nivel de cloroplasto, modificando principalmente
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o empilhamento e disposicdo dos tilacoides e a relagdo entre membranas granais e
estromais, como pOde ser observado por técnica de microscopia eletronica de transmissao
(Fig. 10 e inset com detalhes dos grana).

As membranas granais sdo fortemente enriquecidas com PSII e supercomplexos
PSII-LHCII, enquanto nas membranas estromais esses complexos estdo presentes em
minoria, sendo a presenca do complexo PSI predominantes nesta membrana (ARO et al.,
2005; BASSI; GIACOMETTI; SIMPSON, 1988; DALL’OSTO et al., 2019; KHATOON
et al., 2009; MILLER, 1980; MILLER; CUSHMAN, 1979; SUORSA et al., 2015;
YAMAMOTO et al., 2014). Estudos revelam que a ocorréncia de alteracdes estruturais,
como o desempilhamento dos tilacoides nos cloroplastos induzidas sob iluminagéo
excessiva, desempenham um papel importante na fotoprotecéo e no reparo de proteinas
danificadas no PSII (KHATOON et al., 2009; SUORSA et al., 2015; YAMAMOTO et
al., 2014). Além disso, alteragdes na composicdo e organizacao estrutural dos complexos
PSI, PSII e LHCII nas membranas dos tilacoides desempenham importante papel na
regulacdo de ambos os componentes qE e qT, relativos ao NPQ (HOGEWONING et al.,
2012; JOHNSON et al., 2011; STIRBET; GOVINDJEE, 2011). Neste trabalho, 0s
resultados demonstraram reducdo da absorcdo foliar e decréscimo do conteddo de
clorofilas e carotenoides nas plantas BL em comparacédo as plantas crescidas sob outras
qualidades espectrais (Fig. 5 e 6). Uma vez que a dissipacao de energia ndo radiativa via
gE esta associado ao contetdo de carotenoides (BAKER; HARBINSON; KRAMER,
2007; JOHNSON et al.,, 2011; STIRBET; GOVINDJEE, 2011), possivelmente a
dissipacdo da energia de excitacdo via qT apresentou contribui¢do significativa no
aumento do NPQ naquelas plantas.

Adicionalmente, as analises de SDS-PAGE evidenciaram alteracbes nos
polipeptidios presentes nos complexos LHCII, quando as plantas foram cultivadas nas
diferentes qualidades de luz (Fig. 11). Nas plantas BL observou-se alteragdo na proporgéo
dos polipeptidios do LHCII em relagéo as demais plantas. Evidencia-se que ocorreu maior
expressao de proteinas proximos a 24 kDa em BL em detrimento daquelas em 30 kDa.
No entanto, em GL, uma relacdo proporcional foi evidenciada entre essas proteinas,
podendo assim, refletir na expressdo e distribuicdo das proteinas do LHCII como
mecanismos de fotoprotecdo aos fotossistemas | e Il (CAZZANIGA et al., 2019;
DALL’OSTO etal., 2019). Através desse conjunto de dados, demostra-se que a qualidade
espectral de cultivo das plantas altera a organizacdo estrutural das membranas

fotossintéticas, e possivelmente, a estequiometria dos fotossistemas, e a proporcéo de
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polipeptidios dos complexos coletores de luz LHCII, promovendo a eficiéncia de particao
de energia de excitacdo nas plantas. Em BL, as modificagdes estruturais, como a maior
proporcdo de membranas estromais, além de altera¢fes bioquimicas na composicao das
membranas dos tilacoides, parecem estar envolvidas na dissipacdo do excesso de energia
como uma forma de fotoprotecdo do aparato fotossintético. Nas plantas GL, as alteracdes
parecem contribuir para o ajuste da distribuicdo de energia, e o uso eficiente da luz para
conduzir a fotossintese em condicao de alta luminosidade. Além disso, estudos mostram
que grana mais empilhados estdo associados a maiores coeficientes de absortividade da
luz verde em folhas de tomate, mas ndo em relacdo a absortividade da luz azul ou
vermelha (MORIWAKI et al., 2019).

Ressalta-se novamente que os resultados dos pardmetros fotossintéticos e de
fluorescéncia discutidos acima, sdo referentes a medicdo com a luz de excitacdo de 90%
de vermelho e 10% de azul. No entanto, a composicao bioquimica e propriedades opticas
diferem entre o PSI e PSII, consequentemente o balango de excitagdo entre os dois
fotossistemas € dependente da qualidade espectral da luz de excitagdo (HOGEWONING
et al., 2012). A excitacdo com luz verde normalmente ndo é aplicada nos estudos dos
parametros de fluorescéncia das plantas, sendo a luz vermelha disponivel na maioria dos
equipamentos comerciais padrdes para esse tipo de andlise. De tal forma, devido a
limitacGes experimentais, ndo foi possivel obter os pardmetros de fluorescéncia com
excitacdo em diferentes qualidades espectrais. De fato, 0s poucos estudos encontrados
sobre o assunto revelam que ndo ha diferencas nos valores de Fv/Fm, medidos com as
luzes de excitacdo vermelho e verde, mas reduzem significativamente quando medidos
com a luz azul (HOGEWONING et al., 2012; LYSENKO et al., 2019).

N&o obstante, neste trabalho foi possivel realizar as medicdes das trocas gasosas
com as diferentes qualidades espectrais, através da substituicdo das luzes de excitacdo
pelos LEDs utilizados no crescimento das plantas. Ao comparar 0S parametros
fotossintéticos medidos com a fonte de luz verde (GM) nas diferentes plantas, observou-
se 0 incremento de Amax em GL, sendo 0 aumento mais expressivo em relacéo a BL (20%).
Entretanto, de forma contraditoria, houve reducdo de 18% do aans (COMparagao entre
quadrantes; Tabela 4). Por outro lado, utilizando a fonte de iluminagdo com azul (BM),
ndo houve diferenga significativa em Amax entre as plantas. Entretanto, a planta GL teve
redugdo bastante expressiva do oans (35%) em relacdo a planta BL (comparacdo entre
guadrantes; Tabela 4). Os resultados demostraram que sob baixa irradiancia, as plantas

GL sdo menos eficientes em reduzir o CO, independentemente da luz de excitagdo
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disponivel (comparacdo entre quadrantes; Tabela 4). Em condicéo de luz saturante, no
entanto, esse quadro foi revertido e as plantas GL tenderam a maximizar a taxa de
assimilacdo liquida do CO». Possivelmente isso ocorreu em fungdo da maior eficiéncia na
particdo da energia de excitacdo para os processos fotoquimicos em detrimento da
dissipacéo de energia nao fotoquimica (Fig. 7D). No entanto, quando excitadas com a luz
azul que é considerada fortemente energética (BAYAT et al., 2018; FUKUDA et al.,
2016), a menor eficiéncia na dissipagdo de energia ndo fotoquimica evidenciada na planta
GL, possivelmente promoveu danos fotoquimicos no PSII e, consequentemente, causou
a reducdo expressiva do aans. Em contrapartida, nas plantas BL que apresentaram
mecanismos de fotoprotecdo mais eficientes (apesar de menores teores de carotenoides),
n&o ocorreu a redugdo do oaps, POssivelmente, associado a maior dissipacéo do excesso de
energia nessas plantas em decorréncia das alteracdes ultrasestruturais dos tilacéides, bem
como das alteracbes no polipeptidios de LHCs que permitiram essa maior dissipacdo
energética (BRODERSEN et al., 2008; FALCIONI et al., 2017; GRUSZECKI et al.,
2010; MAGDAONG; BLANKENSHIP, 2018; NATALI et al., 2016; VOGELMANN;
EVANS, 2002).

Sob baixa irradiancia, onde a intensidade de luz limita a etapa fotoquimica da
fotossintese, a assimilacdo de CO, aumenta de forma linear, proporcionalmente a
intensidade de luz disponivel. Nesta etapa, a energia de excitacdo capturada pelo
complexo de coleta de luz contendo clorofilas e carotenoides é eficientemente transferida
para os centros de reagdes do PSI e PSII, para que ocorram as reacfes fotoquimicas
(HORTON, 2012; LEPETIT; DIETZEL, 2015; RUBAN, 2016; YEATES; ZUBKO;
RUBAN, 2019). Por outro lado, com o aumento da intensidade de luz, a taxa
fotossintética atinge um platd, onde ndo ocorre o incremento da assimilacdo de CO, em
funcdo da maior disponibilidade de luz. Neste estagio, 0 excesso de energia pode
ocasionar danos fotooxidativos no PSII, a0 mesmo tempo que um sistema de reparo e
recuperacdo torna-se operante para evitar o stress fotoquimico (BALLOTTARI et al.,
2012; MIAO et al., 2016; RUBAN, 2016; YAMAMOTO et al.,, 2014). Em nossos
resultados, observa-se que em geral, independentemente das luzes de excitacdo das
medicgOes, as plantas GL apresentaram incremento expressivo do PSaps em relagéo as
outras plantas. Por outro lado, nas plantas BL esse parametro reduziu drasticamente,
principalmente em comparacdo a planta GL (comparacdo entre quadrantes, Tabela 4 e
Fig. 9). Ndo obstante, foram encontrados altos valores de Ci e préximos entre todos os

tratamentos (315 a 348 pmol m? s1). Ainda, o gs ndo diferiu entre as plantas quando
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mensurados com GM, porém quando medidos em BM constatou-se a reducdo dos valores
nas plantas GL e RL, mas ndo na planta BL (comparagéo entre quadrantes, Tabela 5).
Além disso, o pardmetro de velocidade de carboxilagdo da RuBisCO, (Vcmax) tenderam a
ser maior nas plantas BL em relacdo as plantas GL (comparacédo entre quadrantes, Tabela
5). De tal forma, ndo se justifica tal diferenca entre 0s PSaps em funcdo de limitacOes
carboxilativas entre as plantas. Corroborando com o que foi discutido até agora, 0s
resultados indicam que as plantas GL apresentaram menor capacidade de dissipagéo de
energia nos processos ndo fotoquimicos. De tal forma, a maior parte da energia foi
destinada para a conducdo dos processos fotossintéticos, 0 que aumentou
consideravelmente 0 PSans. NO entanto, o excesso de energia promovido pela excitagdo
com BM causou danos fotooxidativos no PSIl. Por outro lado, nas plantas BL que
apresentaram um forte sistema de fotoprotecdo, as taxas de dano e reparo podiam estar
equilibradas ocasionando a reducdo do PSas mas ndo do aas (BRODERSEN;
VOGELMANN, 2010; FALCIONI et al., 2017; VOGELMANN; EVANS, 2002).
Portanto, as modificacBes fenotipicas nas plantas crescidas sobre as diferentes
qualidades espectrais alteram a eficiéncia fotossintética, alterando principalmente a
ativacdo de mecanismos de fotoprotecdo e os processos de fotoinibicdo. Nao obstante,
para demonstrar os efeitos das diferentes qualidades espectrais na conducdo da
fotossintese, 0s proximos resultados serdo discutidos em relacdo as medicOes realizadas
nas mesmas plantas com os diferentes LEDs utilizados como fonte de excitacdo
(comparacdo dentro dos quadrantes, Tabela 4). Surpreendentemente os resultados
mostraram que a atividade fotossintética iluminada com luz verde ndo foi muito diferente
da atividade fotossintética de plantas iluminadas com luz azul ou vermelha (comparacéao
dentro dos quadrantes, Tabela 4 e Fig. 8). De fato, a aparéncia verde das plantas, causada
pela maior taxa de reflectancia dos comprimentos de onda na faixa de 500 a 600 nm, pode
dar a impresséo de que a luz verde tem menor importancia e participacdo na fisiologia
das plantas, especialmente em termos fotossintéticos, uma vez que, este processo esta
prioritariamente relacionado a absor¢éo da luz. No entanto, ha vérias evidéncias que a luz
verde conduz eficientemente a fotossintese, desde que seja absorvida (FOLTA, 2004; LI1U
etal., 2016; SUN; NISHIO; VOGELMANN, 1998; TERASHIMA et al., 2009; WANG;
FOLTA, 2013). O fato relevante neste trabalho € que mesmo com reducéo significativa
de absorc¢éo da luz na faixa espectral do verde em relacdo ao azul e vermelho, sob alta
disponibilidade de PPFD, as taxas fotossintéticas igualaram-se, ou mesmo foram

superiores, dependendo da condicdo espectral de cultivo da planta. Ou seja, sob alto PPDF
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mostrou-se a maior eficiéncia da luz verde em governar a fotossintese (FOLTA, 2004;
FOLTA; MARUHNICH, 2007; SUN; NISHIO; VOGELMANN, 1998; TERASHIMA et
al., 2009; WANG; FOLTA, 2013) em comparacao a luz azul, por exemplo.

Estudos tem revelado que a luz azul e a luz vermelha, que séo faixas espectrais
com alto coeficiente de absorcao pelas clorofilas, sdo eficientemente absorvidas pelas
folhas nas primeiras camadas de cloroplastos no parénquima pali¢adico (superficie
adaxial) (FALCIONI et al., 2017; VOGELMANN; EVANS, 2002; VOGELMANN,
1993). Porém, isso dificulta a absorcao nas camadas inferiores, dado que a maior parte da
luz € absorvida e pouco transmitida para essas camadas. De modo contrario, a luz verde
possui menores indices de absor¢do pelos pigmentos fotossintéticos, e difunde-se pelas
camadas da folha aumentado a possibilidade de encontro da luz com as regides de alta
concentracdo dos pigmentos nos tilacoides. Isso possibilita a absor¢do mais uniforme ao
longo do perfil foliar. Terashima et al., (2009) relataram que em condi¢cdo de forte
iluminacdo com luz branca, a luz verde conduz de maneira mais eficiente a fotossintese
em comparacéo a luz vermelha. Ainda, de acordo com Sun et al., (1998), a taxa méxima
de fixacao de carbono quando a folha é irradiada com luz branca ocorre na parte inferior,
e ndo na parte superior da folha onde alta disponibilidade de luz é esperada. Em nossos
resultados, ao analisar as curvas de resposta a luz, observou-se que quando as plantas
foram iluminadas com a fonte BM, as curvas de luz apresentaram caracteristicas tipicas
de fotoinibicao, exibindo menor convexidade da curva associados a pontos de saturacédo
mais altos, reducdo do o e da assimilacdo do CO2 (LEVERENZ et al., 1990). Os
resultados indicam que a luz azul atua fortemente na ativacdo dos processos
fotoinibitorios e isso ocorre, possivelmente, devido a alta pressdo de excitacdo dos
complexos de coleta de luz e dos fotossistemas, devido a forte absorcdo nas primeiras
camadas de cloroplastos das folhas. Por outro lado, a luz verde que é absorvida de forma
mais homogénea ao longo do perfil foliar, apresentou maior eficiéncia fotossintética em
condic&o de alta disponibilidade de luz, possivelmente, associado a menor dissipacao de
energia nos processos ndo fotoquimicos (BRODERSEN et al., 2008; BRODERSEN;
VOGELMANN, 2010; GORTON et al., 2010; TERASHIMA et al., 2009;
VOGELMANN; EVANS, 2002). Por fim, confirma-se que as plantas ndo discriminam o
verde do ponto de vista fotossintético e que esta faixa espectral constitui uma importante

fonte de energia para as plantas.
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2.5CONCLUSAO

Nas plantas de tabaco cultivadas sob luz azul, alteraces estruturais a nivel de
cloroplasto, como menor empilhamento dos tilacéides, além de alteracdes bioquimicas
na composicdo dessas membranas, estdo associadas a maior eficiéncia na dissipacao de
energia de excitagdo e protecdo do aparato fotossintético. Nas plantas crescidas sob luz
verde, as alteracdes estruturais e bioguimicas, como a maior proporcionalidade na relacéo
entre membranas granais para estromais e distribuicdo relativamente mais homogénea das
proteinas do LHCII, contribuem para o ajuste da particdo de energia para 0S processos
fotoquimicos em detrimento dos processos ndo-fotoquimicos.

Ainda, a luz verde conduz as reacGes fotoquimicas e de fixacdo de carbono da
fotossintese, e pode ser considerada uma importante fonte energética para as plantas. No
entanto, em condicdo de baixa intensidade de luz verde, as plantas sdo menos eficientes
na promogdo da fotossintese quando comparada as luzes branca, azul e vermelha. Por
outro lado, sob alta intensidade, esse quadro é revertido e a luz verde conduz

eficientemente as trocas gasosas, de modo similar as outras qualidades espectrais.
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