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Teores de pigmentos fotossintéticos e estrutura de cloroplastos de Alfavaca-cravo
cultivadas sob malhas coloridas

Pigments content and Alfavaca-cravo chloroplast structure cultivate under colored nets
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RESUMO

A Alfavaca-cravo é uma espécie medicinal
produtora de 6leo essencial de elevada eficacia no combate de
diversos organismos patogénicos. Por isso, o entendimento do
comportamento fisioldgico dessa espécie e as respostas desse
comportamento as condigdes do ambiente tornam-se
necessarios ao aperfeicoamento dos métodos de cultivo. Nesse
contexto, este estudo objetivou avaliar o efeito da intensidade
e qualidade da luz nos teores de clorofila e carotenoides e na
estrutura de cloroplastos de Alfavaca-cravo, Ocimum
gratissimum L. As plantas com 5,0-6,0cm foram submetidas
aos seguintes tratamentos: pleno sol, sombreamento 50% sob
malha azul, malha vermelha e malha preta durante 120 dias.
As concentracdes de clorofilas e carotenoides foram avaliadas
por espectrofotometria, e as estruturas dos cloroplastos foram
analisadas pela microscopia de transmissdo. As plantas
mantidas a pleno sol tiveram os menores teores de clorofila a
e b e o maior teor de carotenoides, enquanto aquelas cultivadas
sob malha preta tiveram a maior concentracdo de clorofila a
e b. A menor densidade de cloroplastos foi encontrada nas
plantas sob malha preta. Nos tratamentos com 50% de
sombreamento, foram verificados cloroplastos mais alongados.
As plantas de alfavaca-cravo crescidas a pleno sol e sob malha
azul tiveram cloroplastos com maiores areas e grédos de amido
com maiores perimetros. As mudangas nas concentragdes dos
pigmentos e na estrutura dos cloroplastos evidenciaram uma
adaptacdo da Alfavaca-cravo a variagdo de intensidade e
qualidade da luz. Isso pode auxiliar no desempenho
fotossintético sob diferentes condi¢es luminosas.

Palavras-chave: Ocimum gratissimum, sombreamento,
clorofila, carotendides.

ABSTRACT

The Alfavaca-cravo is a medicinal specie which
produces an essential oil effective in the combat of several
organisms. Therefore, the understanding of the physiologic
behavior and physiological responses of this behavior to
environmental conditions becomes necessary to improve
methods of cultivation. In this context, the aim of this study was
to evaluate the effect of the intensity and quality of the light on
concentration of chlorophyll and carotenoids and on
chloroplasts structure of Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum
L.). The plants with 5.0-6.0cm were submitted to the following
treatments: full sunlight and 50% of shade under blue, red and
black nets during 120 days. The chlorophyll and carotenoids
concentration were analyzed through spectrophotometer and
the structure of chloroplast was analyzed by transmission
microscopy. Plants maintained under full sunlight had the lowest
chlorophyll a and b concentration and the highest carotenoids
concentration. However, plants cultivated under black net had
the highest production of chlorophyll a and b. The lowest
chloroplasts density was found in plants under black net. In the
treatments with 50% of shade was verified more elongated
chloroplasts. Alfavaca-cravo plants grown under full sunlight
and blue net had chloroplasts with larger areas and starch
grains with larger perimeters. The changes on the pigments
concentration and structure of chloroplasts showed a chromatic
adaptation of Alfavaca-cravo to the variation of the intensity
and quality of the light. This can improve photosynthetic
performance under different luminosity conditions.

Key words: Ocimum gratissimum, shading, chlorophyll,
carotenoids.
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INTRODUCAO

Alfavaca-cravo, Ocimum gratissimum L.,
familia Lamiaceae, ¢ um subarbusto aromatico originario
da Asia e Africa (LORENZI & MATOS, 2002). Segundo
PATON et al. (1999), o género Ocimum ocorre
principalmente nas regides quentes de ambos os
hemisférios, ou seja, nos tropicos, onde ha elevada
radiac@o. No Brasil, a espécie ¢ subespontanea em todo
o territério e é largamente utilizada na culinaria e na
medicina popular, no tratamento de diversos males, tais
como: nervosismo, paralisia, tosse, vomitos e
tuberculose (PIO CORREA, 1984; RODRIGUES, 1989).

Estudos recentes t€m revelado o potencial
bioativo do 6leo essencial de O. gratissimum L. sobre
organismos de elevada patogenicidade, como
Staphylococcus aureus, Bacillus spp, Pseudomonas
aeruginosae, Klebisiella pneumoniae, Proteus
mirabilis e Leishmania amazonensis (UEDA-
NAKAMURA et al., 2006; MATASYOH et al., 2007).
OGENDO et al. (2008) consideram o 6leo essencial
dessa espécie como alternativa natural aos inseticidas
sintéticos no combate as pragas infestantes de graos
armazenados.

Tendo em vista sua importancia medicinal,
investigagdes a respeito do comportamento fisiologico
dessa espécie ¢ suas respostas as condigdes do
ambiente tornam-se necessarias ao aperfeicoamento
dos métodos de cultivo. Dentre os fatores ambientais,
a luz é um recurso fundamental para o desenvolvimento
vegetal, pois muitas respostas morfofisiologicas ndo
dependem apenas da presenga, atenuagdo ou auséncia
da luz, mas também da varia¢do de sua qualidade
espectral (MORINI & MULEO, 2003).

As alteragdes luminosas no ambiente de
cultivo proporcionam ajustes do aparelho
fotossintético das plantas, os quais resultam na maior
eficiéncia na absorg¢ao e transferéncia de energia para
os processos fotossintéticos. Nesse contexto, os
teores dos pigmentos cloroplastidicos, clorofila e
carotenoides podem ser utilizados como importantes
marcadores de ambientacdo do vegetal.

De acordo com MARTINS et al. (2009), as
alteragdes na intensidade e qualidade da luz também
proporcionam profundas alteragdes na anatomia foliar
da alfavaca-cravo, sobretudo na espessura foliar, na
densidade de tricomas e nos estomatos. GONCALVES
(2001) observou variagdes ultraestruturais marcantes
em resposta a0 sombreamento de 50% em Ocimum
selloi, com diminuigdo da espessura dos parénquimas
¢ aumento no nimero de estdmatos e tricomas em
relacdo a plantas cultivadas a pleno sol. No entanto,
nas mesmas condi¢des de sombreamento, COSTA et

al. (2007) verificaram a diminui¢do da densidade de
tricomas glandulares em plantas de O. selloi. Esses
estudos demonstram que o cultivo sob sombreamento
de 50% pode proporcionar varias modificagdes
relacionadas a produgdo de biomassa e formacdo de
estruturas produtoras de metabolitos.

Em Arabidopsis, altera¢Ges na qualidade da
luz promovem variagdes na quantidade de cloroplastos
¢ em seu movimento nas células (LUESSE et al., 2006).
SHAVER et al. (2008) verificaram que modulagdes na
fluéncia de luz azul alteram a estrutura e as taxas de
degradagdo de DNAs cloroplastidicos e a divisdo
plastidica em Medicago truncatula.

Segundo OREN-SHAMIR et al. (2001), as
malhas coloridas diferem nos espectros de
transmitancia da radiagdo fotossinteticamente ativa. A
malha azul apresenta um pico principal de transmitancia
na regido do azul-verde (400-540nm), enquanto que a
malha vermelha possui maior transmitincia para
comprimentos de ondas superiores a 590nm.

Tendo em vista a importancia da radiagdo
sob os diversos aspectos fisioldgicos e anatomicos
nas espécies vegetais, o presente estudo teve por
objetivo avaliar os efeitos do cultivo sob malhas de
transmissdo de luz diferenciada sobre os teores de
clorofilas e carotenoides e sobre a anatomia dos
cloroplastos em plantas de alfavaca-cravo. O trabalho
busca caracterizar condigdes de cultivo que propiciem
modificagdes em tais estruturas, uma vez que estas
estdo intimamente associadas a captagdo da energia
luminosa e producdo de metabolitos utilizados para o
crescimento e desenvolvimento do vegetal.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Departamento de Biologia, da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), no periodo de janeiro a junho de 2006,
sob condigdes de viveiro. As mudas de alfavaca-cravo
foram produzidas a partir de sementes coletadas em
plantas adultas, no Municipio de Lavras (21°14°S,
45°00"W GRW, altitude 918m), Minas Gerais (MG). Uma
exsicata foi identificada pelo botanico Eduardo Van Den
Berg e esta depositada no Herbario ESAL sob o registro
nimero 20.0037.

As sementes foram beneficiadas
manualmente ¢ semeadas em tubetes plasticos
contendo substrato Plantmax® e mantidas em viveiro
sob 50% de sombreamento durante 60 dias. As mudas
com 5,0-6,0cm de altura foram transplantadas para
recipientes plasticos com capacidade para 6L contendo
substrato a base de terra de subsolo e areia, na
proporgao de 2:1, sem adubagdo adicional, e mantidas
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por 120 dias sob os tratamentos com malhas
ChromatiNet de 50% de sombreamento, fornecidas
pela empresa Polysac Plastic Industries®, nas cores
preta, vermelha e azul e a pleno sol. Em cada tratamento,
foram empregadas 50 mudas, sendo uma planta por
vaso, totalizando 200 plantas, com espagamento de
aproximadamente 40cm entre os vasos.

No periodo do experimento, as plantas
ficaram sujeitas as condigdes meteorologicas de
Lavras-MG, cujo fotoperiodo médio foi de 7h30min, ¢ a
temperatura média foi de aproximadamente 20,5°C.
Segundo a classificagdo de Kdppen, o clima de Lavras-
MG ¢ do tipo Cwa, com duas esta¢des bem definidas,
uma fria e seca, de abril a setembro, ¢ outra quente ¢
umida, de outubro a margo. Os tratamentos foram
irrigados diariamente, para manutengdo do solo proximo
da capacidade de campo.

A determinagdo dos teores de clorofila e
carotenoides foi realizada ao final do experimento, a
partir de sete folhas simples completamente expandidas
do quarto no6 abaixo do apice das plantas, retiradas de
sete plantas por tratamento, tomadas ao acaso. No
momento da coleta, as folhas foram acondicionadas
em papel aluminio e refrigeradas em gelo até serem
transferidas ao laboratorio. A extracdo e quantificagdo
das clorofilas a, b e total foram realizadas segundo a
metodologia de ARNON (1949), a partir de 1g de matéria
fresca homogeneizada em 50mL de acetona 80%,
seguida de leitura em espectrofotometro (Beckman,
modelo 640 B) nos seguintes comprimentos de onda:
645 e 663nm. A concentragdo de carotenoides totais foi
avaliada de acordo com metodologia descrita por DUKE
& KENYON (1986), utilizando os coeficientes de
absortividade molar d¢ SANDMANN & BORGER
(1983).

A avaliagdo da densidade e anatomia dos
cloroplastos foi realizada por microscopia eletronica
de transmissdo. Foram coletados fragmentos de
aproximadamente 0,5cm?, retirados da por¢do mediana
de cinco folhas de cada tratamento, localizadas no 4°
nd abaixo do apice, ¢ fixados em solucdo de
glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%), em
tampdo cacodilato, pH 7,0, 0,05M+CaCl, 0,001M, por
quatro horas, em temperatura ambiente. Os fragmentos
foram lavados em tampdo cacodilato 0,05M e pos-
fixados em tetroxido de 6smio 1% com o mesmo tampao,
por quatro horas. Em seguida, o material foi desidratado
em série cetdnica e incluido em resina Spurr. Dos blocos
obtidos foram feitas se¢des semifinas (1pum) e ultrafinas
(<100nm), por meio de ultramicrétomo Reichrt-Jung.

Os cortes semifinos foram corados com azul
de toluidina ¢ montados permanentemente em meio
Permalt para a avaliag@o da densidade dos cloroplastos

nas células do parénquima paligaddico em microscopio
Olympus CBB. Os cortes ultrafinos foram coletados
em grades de ouro ¢ secos em raques de aluminio
cobertos com formvar (ROWLEY & MORAN, 1975).
As segoes foram pds-contrastadas em acetato de
uranila, seguido por acetato de chumbo, e examinadas
em microscopio eletronico de transmissdo Zeiss - EM
109. Nas analises ultraestruturais, foram avaliados a
area, o perimetro e o comprimento dos cloroplastos e
area e perimetro dos graos de amido, em células do
parénquima pali¢adico. Nesse experimento, foram
avaliados 10 cloroplastos em cada fragmento de folha,
totalizando 50 avaliagdes para cada parametro analisado
em cada tratamento. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANAVA) ¢ ao teste de Scott-knott
(P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de clorofilas e
carotenoides apresentaram variagdo nos tratamentos
usados (Tabela 1). Nos tratamentos sombreados, foram
verificadas maiores concentrac¢des de clorofilas e uma
menor razdo de clorofila a ¢ b em relagdo as plantas
cultivadas a pleno sol. As plantas que cresceram sob
malha preta obtiveram maior produgao de clorofilasa e
b, enquanto que nas plantas mantidas sob malhas azul
e vermelha foram verificadas concentragdes
intermediarias. O aumento da proporgdo de clorofila b
nas plantas sombreadas pode ser considerado como
caracteristica importante de adaptabilidade vegetal em
ambientes sombreados, uma vez que a clorofila b
absorve energia em comprimentos de onda diferentes
da clorofila a e a transfere para o centro de reag@o,
maximizando, assim, a captura energética que
efetivamente atua nas reagdes fotoquimicas (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

Segundo LARCHER (2004), ecologicamente,
as alteracOes na biossintese de clorofilas pelas variagdes
espectrais podem proporcionar vantagens quanto ao
crescimento ¢ sucesso reprodutivo das espécies
vegetais. Assim, os resultados indicam a ocorréncia de
uma adaptacdo cromatica da alfavaca-cravo que
possivelmente auxilie no seu desempenho
fotossintético.

As plantas cultivadas a pleno sol
produziram maiores quantidades de carotenoides, os
quais funcionam como moléculas fotoprotetoras por
meio da rapida dissipacdo dos estados excitados da
clorofila (GARCiA-PLAZAOLA etal., 1999; TAIZ &
ZEIGER, 2004). Nos tratamentos com malhas vermelha
e azul, foram observados teores intermediarios de
carotenoides. De acordo com OREN SHAMIR et al.
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Tabela 1 - Teores de clorofilas a, b e total (mg g™ de matéria fresca), relagdo clorofila a/b e teores de carotenoides totais em folhas de plantas
de O. gratissimum submetidas a diferentes condig¢des de luminosidade. As malhas proporcionaram 50% de sombreamento.

Pigmentos cloroplastidicos

Tratamentos

Clorofila a Clorofila b Clorofila total Clorofila a’b Carotenoides
Pleno sol 0,194 c* 0,060 d 0,254 d 3230a 1662,55 a
Malha preta 0413 a 0,141 a 0,554 a 2,929 b 951,05d
Malha vermelha 0,249 ¢ 0,092 ¢ 0,341 ¢ 2,706 ¢ 1285,17 b
Malha azul 0,308 b 0,111b 0,419b 2,774 ¢ 1136,92 ¢

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-knott (P=0,05).

(2001), 0 ambiente sombreado com malha azul apresenta
maior transmitancia da luz na faixa do azul (400-500nm),
indicando que o balango energético possa favorecer a
absor¢ao energética pelos carotenoides e, uma vez que
estes estdo associados as moléculas de clorofilas dos
sistemas antenas e aos centros de reagdo, t€m a
capacidade auxiliar o desempenho fotossintético por
meio da transferéncia de energia absorvida para as
clorofilas.

O numero de cloroplasto por célula nao
variou entre as plantas a pleno sol, sob malha azul e
malha vermelha (Tabela 2). O cultivo sob malha preta
proporcionou uma redugio de aproximadamente 60%
do numero de cloroplastos por célula em relagdo aos
demais tratamentos sombreados. COSTA et al. (2007)
verificaram em Ocimum selloi um acréscimo na
densidade de cloroplastos em plantas crescidas sob
malha azul e malha vermelha. Em Mikania laevigata, o
cultivo sob malha azul proporcionou a maior densidade
de cloroplastos no parénquima pali¢adico (SOUZA et
al., 2007). Esses resultados expressam que a biogénese
dos cloroplastos em alfavaca-cravo pode ser
controlada por alteragdes na intensidade e na qualidade
espectral da radiacdo no ambiente de cultivo. JIAO et
al. (2007) e RUCKLE et al. (2007) demonstraram que a
rota de transdu¢do de sinal para a biossintese de
cloroplasto envolve criptocromos sensiveis as
variag¢des no contetido de luz azul da radiagdo total.

Os cloroplastos das plantas crescidas a
pleno sol e sob malha azul apresentaram maiores area e
perimetro. No entanto, em todos os tratamentos
sombreados foram verificados cloroplastos mais
alongados, com disposi¢do periclinal e aderidos a
parede celular. Comportamento semelhante foi descrito
em O. selloi, que também apresentou cloroplastos mais
alongados sob sombreamento de 50%, tanto sob malha
vermelha, como sob malha azul, em relagéo as plantas a
pleno sol (COSTA et al., 2007). De acordo com LUESSE
et al. (2006), o alongamento e a disposi¢do periclinal
dos cloroplastos aumentam a absor¢do da luz e
consequentemente a eficiéncia fotossintética em
ambientes sombreados.

Em todos os tratamentos foi observado que
os cloroplastos continham um unico grao de amido
(Figura 1). As plantas a pleno sol e sob malha azul
apresentaram graos de amido com os maiores
perimetros (Tabela 2). Isso indica que essas condi¢des
de cultivo podem proporcionar maiores acimulos de
reserva energética nas células do mesofilo, sendo uma
caracteristica vantajosa para o crescimento ¢ a
produtividade da alfavaca-cravo. MARTINS et al.
(2008) verificaram que plantas de alfavaca-cravo
crescidas sob malha azul apresentaram maior alocagdo
de matéria seca para o caule, maior crescimento em
altura e maior teor de 6leo essencial nas folhas.

Tabela 2 - Valores médios das caracteristicas cloroplastidicas do tecido paligadico de plantas jovens de O. gratissimum L. submetidas a
diferentes condi¢des de luminosidades, com 50% de sombreamento sob malhas. Legenda: Dens=densidade; Perim=perimetro;

Comp=comprimento.

——————————————————————— Caracteristicas cloroplastidicas

Grao de amido----------

Tratamentos

Dens (n® célula™) Area (um?) Perim (um) Comp (um) Largura (um) Perim (um)
Pleno sol 11,4 a* 15,63 a 17,55 a 534b 3,70 a 14,04 a
Malha preta 7,50 b 10,23 b 16,66 b 6,36 a 2,30¢ 10,65 ¢
Malha vermelha 12,10 a 12,75b 17,29 b 6,21 a 2,83b 12,51 b
Malha azul 12,60 a 15,45 a 18,66 a 594 a 3,15b 13,68 a

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-knott (P=0,05).
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Figura 1 - Eletromicrografias de transmissdo de cloroplastos e grdos de amido em células do parénquima pali¢adico
de folhas de O. gratissimum cultivadas sob pleno sol (A), malha preta (B), malha vermelha (C) e malha
azul (D), em que cl=cloroplasto, g=grdo de amido, p=parede celular e ei=espaco intercelular. Barra=2um.

CONCLUSAO

O cultivo sob malha azul proporciona a
produgdo de cloroplastos com maior reserva energética
e evita a alta producdo de carotenoides. Essas
mudancgas verificadas nas concentragdes dos
pigmentos e na estrutura dos cloroplastos evidenciam
uma adaptacdo de alfavaca-cravo a variagdo cromatica
que objetiva melhorar o desempenho fotossintético e
permite inferir que o controle na radiagéo luminosa pode
ser usado no cultivo dessa espécie para otimizar seu
crescimento e sua produtividade.
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