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Introducéo

As clorofilas e o0s carotendides sdo pigmentos
presentes nos vegetais, capazes de absorver a radiacdo
visivel, desencadeando as reagBes fotoquimicas da
fotossintese, processo essencial para a sobrevivéncia
vegetal e por isso denominado metabolismo primario [1].

A qualidade espectral é fator importantissimo na
fisiologia da fotossintese. O tipo, quantidade e
incorporacdo de carotendides dentro do aparato
fotossintético dependem da qualidade e quantidade de luz
[2].

Conforme o pigmento, diferente é a faixa espectral
absorvida para desencadear o processo fotossintético. A
clorofila a tem absorcdo méxima na faixa do azul e
vermelho, onde estd o espectro de acdo para a
fotossintese [3]. Os pigmentos acessorios, como 0s
carotenos, absorvem na faixa do azul e ultravioleta [4].

A influéncia de diferentes faixas do espectro luminoso
foi avaliada em relacdo a producdo de pigmentos
fotossintéticos, em estudos in vitro do cultivo de
Phylanthus tenellus Roxb.

Material e Métodos

A. Caracterizacao fitoquimica

O material vegetal monoclonal da espécie P. tenellus
utilizado para as andlises fitoquimicas foram cultivados
in vitro por 60 dias, sob lampadas fluorescentes
(Sylvania F20W T12), intensidade luminosa de 23
pumol.m?.s™, nas qualidades: branca, verde, vermelha,
amarela, azul e branca acrescida de UV-A (ultravioleta
A) e condicdo de escuro.
B. Espectrofotometria

Cerca de 52 mg de plantas de P. tenellus cultivadas in
vitro, sem raiz, foram acrescentadas em tubos contendo 3
mL de dimetilsuféxido (DMSO), para cada tratamento de
luz, n=7. As amostras em DMSO ficaram por 24h em
banho-maria a 60°C, para extragdo do pigmento e
posterior analise de carotendides, clorofila a e b. As
analises foram feitas utilizando o aparelho Spectronic
Genesys Il — Milton Roy. A leitura da absorvancia dos
extratos foi de 480, 649 e 665 nm para carotendides,
clorofila a e b respectivamente. Para obtencdo dos
valores de carotendides, clorofila a e b foram utilizadas

3

as equacdes de Wellburn [4].
C. Cromatografia liquida do extrato em DMSO

Para separacdo foi utilizada uma coluna Lichrosorb
RP-18 (25 cm x 5 mm), gradiente de eluicdo nos
solventes: A — H,O; B - KH,PO, 0,1M+ H3PO, 0,1M +
CH3CN - 4:4:2 e C - MeOH. 50% de B (10 min), 50% de
B até 100% de B (30 min) e 50% de B + 50% de C (40
min), fluxo de 1mL/min, temperatura ambiente. Os
espectros UV foram obtidos por detec¢do em SPD-M10A
Shimadzu. A andlise foi monitorada a 270 nm.
D. Avaliacao estatistica

Os dados foram comparados pela andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey-Kramer de
comparagBes multiplas para dados com distribuigdo
normal e desvios padrbes  significativamente
semelhantes, considerando p <0,05. Foi utilizado o
programa Graph Pad Instat 3.0 para Windows®.

Resultados e Discussao

A. Avaliagéo dos teores de clorofila e carotenoides

A presenca dos pigmentos fotossintéticos é
fundamental para o processo de fotossintese vegetal.
Apb6s absorcdo da luz pelos pigmentos, ocorre
transferéncia de energia luminosa que desencadeia os
eventos quimicos da fotossintese, como fixacdo do CO, e
producéo de carboidratos [3,5].

De todos os tratamentos de luz avaliados, a luz
amarela apresentou maior taxa de clorofila a, seguida da
luz vermelha, branca e azul (Tab. 1). Os resultados para
luz azul e vermelha sdo condizentes com as referéncias
encontradas na literatura, uma vez que estes espectros
sdo primordialmente absorvidos pela clorofila a,
responsavel pela eficiéncia fotossintética [6]. Na
literatura a luz azul e vermelha sdo referidas como as
principais indutoras do maior acimulo de clorofila [7].
Sendo que a luz vermelha é mais eficiente do que a luz
azul, porque a luz azul é absorvida também por
flavonoides e carotentides, diminuindo a eficiéncia
quéntica desta faixa espectral [5].

A luz azul promove a sintese de proteinas que
participam do  aparato  fotossintéticos e 0
desenvolvimento dos plastideos do cloroplasto.
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Enquanto a luz vermelha estd envolvida no
desenvolvimento do  aparato  fotossintético e
provavelmente na inibicdo da exportacdo de sacarose
para fora das folhas [7]. Porém, folhas de
Chrysanthemum desenvolvidas sob filtro para luz azul
ndo apresentaram diferengas em relagdo ao controle
quanto a aparéncia e ao conteldo de clorofila [2].
Ressaltando que o gendtipo é fundamental para obtencéo
das vérias respostas relacionadas a qualidade de luz.

Para clorofila b, o maior valor de deteccdo foi
observado apds tratamento com luz amarela e azul.
Provavelmente o aumento combinado da clorofila a, b e
carotendides, para as plantas mantidas sob luz amarela,
esteja estimulando de forma positiva a fotossintese sob
este espectro, visto que elevados teores destes pigmentos
contribuem para a eficiéncia fotossintética, sendo a
clorofila b e os carotendides os pigmentos acessorios na
obtencdo de energia. Embora estes resultados se refiram
as plantas in vitro que apresentam menores taxa
fotossintética.

Os efeitos da luz wverde originaram respostas
significantemente inferior para ambas as clorofilas e
carotendides (Tab.1). Macedo [8], para plantas cultivadas
in vitro, também verificou reduzida quantidade de
clorofila sob este espectro de luz. J& Bem-Amots &
Avron [9] comparando o efeito da luz verde com a luz
branca ndo evidenciaram mudancas na quantidade de
carotendides. Em florestas que contém plantas de
diferentes alturas, as folhas da copa das arvores
absorvem preferencialmente a luz vermelha e azul, que
rapidamente sdo atenuadas ao penetrarem na folha.
Porém, a luz verde é transmitida e absorvida pelos
tecidos mais internos da lamina foliar [10]. Foi verificado
que em folhas de Spinacia oleraceae a luz verde dirige a
fixacdo de CO, nas regibes mais internas da folha,
diferente da luz vermelha e azul que contribui para a
fixacdo nas partes foliares mais superficiais [5]. Embora
uma fonte de luz verde monocromatica ndo seja
absorvida significativamente pela clorofila a, esta
também é considerada efetiva na fisiologia da
fotossintese [3]. A luz verde é efetivamente absorvida
pelas folhas e dirige de forma eficiente o transporte de
elétrons [5]. Uma das razdes para a eficiéncia desta faixa
espectral é explicada pela insisténcia da onda luminosa
que ao ndo ser absorvida continua a ser refletida de
cloroplasto a cloroplasto no complexo fotossintético, até
que apos varias reflexdes a absorcdo se efetua para entao
atuar no processo de fotossintese [11].

A presenca dos pigmentos ndo variou de forma
significativa nos tratamentos com luz vermelha em
relagdo a luz branca. Para as plantas de Chrysanthemum
que absorveram na faixa do vermelho-longo, utilizando
filtro especifico de CuSQ,, houve aumento no contetido
de clorofila a, b e carotendides por peso seco. Sendo o
aumento da clorofila associado ao aumento proporcional
na concentracdo de carotendides [12]. O aumento dos
niveis de clorofila a e carotendides também foi
observado em algas tratadas com luz vermelha [13]. Para
o0s tratamentos luz branca acrescida de UV-A e condicéo
de escuro, a diminuicdo da clorofila total foi observada
em fungdo do contetdo de clorofila b (Tab. 1).

Em experimentos conduzidos por Marks & Simpson
[14] plantas de Rhododendron cv. Dopey cultivadas sob
luz vermelha tiveram a razdo entre a clorofila a:b
evidentemente aumentada, implicando em visivel
diferenga na coloracdo. Da mesma forma, foi verificado
para alguns tratamentos de luz, a variacdo na coloragao
dos extratos em DMSO. Para a luz verde, esta variagdo
provavelmente esta relacionada ao aumento significativo
na relacdo clorofila a/b e na baixa producdo de
carotendides. O aumento na relacdo clorofila a/b (Tab.
1), indica uma significativa mudanca na estequiometria
do fotossistema que pode refletir na eficiéncia do
processo fotossintético.

As radiacbes UV-A e UV-B (290-400 nm) em
conjunto representam 9% da incidéncia luminosa visivel
que chega a superficie da Terra, sendo que destes, 95%
sdo de radiagdo UV-A (320-400) [15]. J& se sabe que a
radiacdo UV-B inibe a fotossintese das plantas [16],
guanto para a UV-A, neste trabalho houve diminuigéo
significativa no teor de clorofila total, podendo indicar
que o processo fotossintético ndo manteve a mesma
eficiéncia. Em estudos com a espécie Dunaliella
bardawil, elevada e rapida produgdo de carotendides foi
obtida apés irradiagdo com UV-A, sendo necessario
baixas intensidade de UV-A para duplicar o nivel de
carotendides [15]. Entretanto, a luz azul que corresponde
ao mesmo receptor de UV-A em plantas ndo foi ativa na
producdo de carotendides. Neste trabalho, também nao
houve respostas similares para luz azul e UV-A em
relagdo ao conteldo de clorofila b, clorofila total e
carotendides, reafirmando a existéncia de diferentes vias
para as respostas a estes espectros (Tab. 1). Mas
conforme Jahnke [15], luz branca acrescida de UV-A foi
indutora da produgdo de carotentides em relagdo a luz
branca isolada, correspondendo aos resultados
encontrados neste trabalho, no qual houve aumento na
producdo de carotenoides quando utilizado luz branca e
UV-A em conjunto.

B. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos
Extratos em DMSO

Os cromatogramas obtidos a partir dos extratos de
plantas mantidas sob luz verde e auséncia de luz ndo
apresentaram 0s sinais com tempos de retencdo para
substancias fendlicas. J& nos outros tratamentos de luz foi
verificada a presenca do tanino geraniina, em maior
propor¢do na luz amarela e luz branca acrescida de UV-
A. Uma das substancias fenolicas observadas nos
tratamentos luz branca, amarela, vermelha e azul
apresenta espectro UV correspondente aos comprimentos
219, 225,229 e 313, 315, 319 nm.

Os espectros em UV de 219, 281 e 279 nm foram
verificados apenas nas luzes vermelha e branca acrescida
de UV-A. Este espectro é semelhante a classe dos taninos
hidrolisaveis, como o tanino estrictina isolado de
Pelargonium reniforme [17].

Os extratos em DMSO apresentaram coloragdo
amarela a vermelha. Esta variagdo poderia ser um
indicativo de algum composto fendlico produzido em
resposta a qualidade de luz. Apbs avaliacdo dos
cromatogramas e a verificacdo de sinais para compostos
tanicos, pode-se sugerir que 0s taninos sejam
responsaveis pela variacdo na coloragdo, uma vez que
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ndo foi confirmada a presenca de flavondides. A variacao
no teor de clorofila a, b e carotendide também pode ser
um indicativo na mudanca da coloracdo. Por exemplo,
para condicdo de escuro, 0s extratos apresentaram
coloracdo vermelha escura, sendo verificado baixa
producdo de clorofila, como esperado, visto que a
protoclorofila se transforma em clorofila pela incidéncia
luminosa [3]. Luz vermelha induziu coloragdo verde
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Tabela 1. Teores de clorofilas e carotendides dos ramos de Phyllanthus tenellus desenvolvidas sob diferentes faixas espectrais e no

escuro, apos 60 dias de cultivo in vitro. (Teste de Tukey-Krumer p<0,05).

Tratamento Clorofilaa Clorofila b Clorofila Clorofila Carotenoides
Luz (mg.gPF ™) (mg.gPF™Y) total alb (mg.gPF ™)

Branca 1,63+0,13® 1,00+0,14® 2,62+0,20¢ 1,66+0,302 0,36+0,05°
Vermelha 1,69+0,19%® 1,00+0,22%® 2,40+0,55% 1,75+0,342 0,33+0,05°
Verde 0,43+0,23° 0,13+0,09° 0,63+0,28" 4,16+2,87° 0,14+0,03°
Amarela 1,900,172 1,23+0,36° 3,14+0,46° 1,70+0,382 0,48+0,06°
Azul 1,54+0,14® 1,24+0,51% 2,80+0,61 1,42+0,522 0,30+0,06°
Branca + UV-A 1,31+0,40° 0,63+0,22° 1,90+0,59° 2,14+0,30? 0,47+0,13°
Escuro 1,43+0,36° 0,67+0,25° 2,10+0,60% 2,21+0,36° 0,48+0,06"
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