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Resumo

O nivel de iluminagao das plantas é determinante da estrutura das folhas, em parti-
cular no tocante a quantidade e distribuicao dos cloroplastos. O objetivo deste projeto
é utilizar a técnica fotoacustica para demonstrar as diferencas fisiologicas entre plantas
adaptadas a diferentes condigoes de irradiancia. Plantas de tabaco foram cultivadas em
dois niveis distintos de irradiancia. Plantas congenéricas, provenientes de habitats dife-
rentes (cerrado e mata atlantica), crescidas sob o mesmo nivel de exposic¢ao a luz, também
foram estudadas. Como a técnica fotoactstica é sensivel ao O, produzido na fotossintese,
a resposta dos sistemas fotossintéticos das plantas de diferentes condigoes foi avaliada por
meio de medidas fotoacusticas de inducgao fotossintética. A quantidade de energia ar-
mazenada também foi determinada nessas plantas. A partir da contribuicao da evolugao
de O, para o sinal fotoacustico, obtivemos espectros de acao para as diferentes amostras.

Os resultados mostraram que plantas adaptadas a ambientes de sol sao menos efi-
cientes em armazenar energia para as reacoes fotoquimicas. As curvas de inducao in-
dicaram que essas plantas demoram um tempo maior para atingir um estado estacionario
de producao de O,. Experimentos de fotoinibicao mostraram que plantas adaptadas a
baixas irradiancias sao mais sensiveis ao excesso de luz saturante. Foi observada uma ab-
sor¢ao de Oy apds a saturacao fotossintética em plantas de tabaco de sol, associada a uma
provavel competicao entre fotossintese e fotorrespiracao. Os espectros de agao, obtidos
pela primeira vez a partir de medidas fotoacusticas de producao de Oy, mostraram uma

boa concordancia com a literatura (valores obtidos por outras técnicas).
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Abstract

[lumination level of plants during its growth is determinant for structure of leaves,
specially refering to quantity and distribution of chloroplasts. The aim of this project is
to use the photoacoustic technique to show physiological differences among plants adapted
to different light intensity conditions. Tobacco plants were grown up under two distint
irradiance levels. Congeneric plants, coming from different habitats (cerrado and florest),
grown up under the same light level, were also studied. Since photoacoustic technique is
sensitive to Oy produced by photosynthesis, photosynthetic response of plants from differ-
ent light conditions were studied through PA measurements of photosynthetic induction.
The energy storage was also determined in these plants. From the oxygen component of
the photoacoustic signal it was possible to obtain action spectra for all the samples.

Results showed that plants adapted to sunlight present lower efficiency in storing
energy to photochemical reactions. The induction curves indicated these plants also
take a longer time to reach a steady state of O, production, after remaining a period in
the dark. Photoinhibition experiments showed that plants grown up under lower light
are more susceptible to excess of saturating light. It was also observed Oy uptake after
photoinhibition in plants grown under full sunlight, which was associated to a competition
between photosynthesis and photorespiration. The action spectra, obtained for the first
time with photoacoustic measurements of O, production, showed a good agreement with

literature.
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Apresentacao

O efeito fotoacustico tem se mostrado como uma técnica bastante 1til na investigagao
de sistemas biolégicos, devido as suas caracteristicas préprias, tanto em estudos espec-
troscopicos quanto em outras aplicacoes. Uma dessas caracteristicas vantajosas € o fato da
técnica prescindir, de um modo geral, de preparacao especial da amostra, o que lhe confere
um carater nao-destrutivo. Outra grande vantagem é o fato de que o sinal obtido depende
somente da energia incidente que é absorvida, sendo que a parte refletida/espalhada e
transmitida nao interfere no resultado. Assim sendo, pode-se analisar sem dificuldade
amostras altamente espalhadoras de luz, como é o caso das folhas vegetais. Uma terceira
caracteristica importante da técnica é a capacidade que ela apresenta de selecionar o sinal
proveniente de uma certa camada da amostra, ou seja, de obter o seu perfil de profun-
didade. Isto pode ser feito através da analise da fase do sinal, ou através da escolha da
freqiiéncia de modulagao apropriada. Esta capacidade é particularmente 1til em amostras
estratificadas, que também é o caso das folhas vegetais.

Muitos trabalhos tém sido publicados relatando o uso do efeito fotoactstico no estudo
de plantas. Em varios deles a espectroscopia fotoactstica ¢ usada na quantificacao rela-
tiva dos diferentes pigmentos encontrados nas folhas, notadamente a clorofila, bem como
na analise da distribuigao espacial dos mesmos. Uma contribuicao significativa nesta
linha de pesquisa foi o desenvolvimento de uma Célula Fotoacustica Aberta, na qual a
amostra forma uma das paredes da célula. Com esta célula pode-se estudar folhas vege-

tais intactas (convencionalmente as amostras eram formadas de pequenos discos de folhas



cortadas), mantidas na prépria planta (medida in vivo e in situ). A importancia desta
nova configuragao experimental repousa nao somente na capacidade de manutencao das
condicoes normais da amostra durante o experimento, mas também na possibilidade de
acompanhamento de longa duracao numa mesma planta sujeita a determinadas condi¢oes
de crescimento.

O efeito fotoactstico é sensivel as variagoes de pressao produzidas numa camara
(célula) devidas a absor¢ao de luz por parte da amostra. No caso geral, esta variagao
de pressao é produzida pela elevacao de temperatura decorrente da transformacao da
energia luminosa absorvida em calor. No caso de folhas vegetais, a luz absorvida da
origem a reagoes fotoquimicas no interior dos cloroplastos, reagoes estas que liberam O,.
Esse oxigénio liberado também produz aumento de pressao no gés da célula, dando origem
a um segundo componente do sinal fotoacustico. Desta forma, o sinal medido depende
diretamente do oxigénio produzido na fotossintese, ou seja, ele revela a taxa de atividade
fotossintética da folha.

As aplicagoes do efeito fotoactstico no estudo da atividade fotossintética dividem-se
basicamente em dois grupos: i) medidas em baixas freqiiéncias de modulacao (dezenas de
Hz), nas quais o componente de produgao de oxigénio é detectado. Este tipo de medida
monitora a atividade do Fotossistema II, onde ocorre a quebra da molécula de agua e a
produgao de Oy; ii) medidas em altas freqiiéncias de modulagao (centenas de Hz): neste
caso, o sinal de evolugao de oxigénio é fortemente atenuado, e somente a componente
térmica é detectada. Destas medidas pode-se avaliar a fracao da energia luminosa que é
armazenada na fotossintese (energia fotoquimica armazenada).

Sabemos que o nivel de iluminacao das plantas durante o crescimento é determi-
nante da morfologia e estrutura das folhas, em particular no tocante a quantidade e
distribuicao dos cloroplastos. O objetivo deste trabalho é utilizar a técnica fotoacustica
para demonstrar as diferencas morfolégicas e estruturais entre plantas adaptadas a di-

ferentes condicoes de irradiancia. No capitulo 1 apresentamos conceitos basicos de fo-



tossintese, fundamentais para o entendimento dos resultados obtidos. O capitulo 2 in-
troduz principios da técnica fotoacustica, explicita a contribuicao das componentes do
sinal fotoacustico, bem como apresenta a montagem experimental utilizada e as amostras
estudadas. O capitulo 3 enfoca a dependéncia das plantas com a luz, e mostra resultados
obtidos que revelam o desempenho fotossintético de plantas adaptadas a distintos graus
de luminosidade. Os resultados de espectroscopia, enfocando a separacao das diferentes
componentes do sinal fotoacustico, sao mostrados no capitulo 4. Por fim, o capitulo 5
apresenta as principais conclusoes obtidas e perspectivas futuras para uma continuacao

do trabalho desenvolvido.



Capitulo 1

Aspectos gerais da fotossintese

1.1 Introducao

Para a manutencao da vida, um constante fornecimento de energia é requerido. Uma
diferenga fundamental entre plantas e animais é a forma como essa energia é obtida. Os
animais obtém os compostos organicos através dos alimentos, enquanto a energia quimica
(ATP, do inglés “adenosine triphosphate”) é obtida através da respiragdo. As plantas
absorvem energia em forma de luz solar, convertendo-a em energia quimica num processo
denominado fotossintese.

Assim, a fotossintese pode ser entendida como um processo fisico-quimico pelo qual as
plantas utilizam energia luminosa a fim de sintetizar compostos organicos. Em plantas,
algas e certos tipos de bactérias, a fotossintese resulta na evolugdo de oxigénio (Os),
enquanto gas carbonico é removido da atmosfera e utilizado na sintese de compostos
organicos (carboidratos). Esse processo é, na verdade, composto por uma cadeia de

reagoes de oxi-redugao que pode ser resumida através da reacao:
nCOy + nHy0 ™ n0y + C, Hy,O,, (1.1)

O processo fotossintético citado acima consiste em dois estagios principais, que sao

interligados: a oxidagao da molécula de dgua, mediada pela luz e liberando Os, com a
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conseqiiente produgao de ATP; e a redugao do C'O, em moléculas organicas, onde o ATP
produzido na etapa anterior é utilizado!.

De uma forma direta ou indireta, a fotossintese supre todas as nossas necessidades ali-
mentares e nos fornece inimeras quantidades de fibras e materiais utilizados pelo homem,
como o algodao, a madeira, o carvao e o papel (celulose), por exemplo. A energia ar-
mazenada no petréleo e seus derivados, no gés natural e lenha, que sao utilizados como
combustiveis em varias partes do mundo, veio a partir do sol via fotossintese. Entre
outros assuntos que podem se associar ao estudo da fotossintese, podemos citar a busca
por componentes eletronicos cada vez menores e mais eficientes. Afinal, a eletronica se
baseia em mecanismos chaveadores, e os centros de reagao fotossintética nada mais sao
que “chaves naturais” de dimensoes moleculares.

Uma vez que a fotossintese afeta a composicao atmosférica, o seu entendimento também
¢ essencial para compreendermos como o ciclo do CO, e outros gases, que causam o efeito
estufa, afeta o clima global do planeta. Assim sendo, a pesquisa cientifica neste tema
possui uma importancia vital [1]. Se pudermos entender e controlar o processo fotos-
sintético, saberemos como aumentar a produtividade de alimentos, fibras, madeira e com-
bustivel, além de aproveitar melhor as areas cultivaveis. O sistema de coleta de energia
pelas plantas pode ser adaptado aos sistemas humanos para fornecer modos eficientes de

aproveitamento da energia solar.

1.2 A estrutura vegetal

Os vegetais sao seres eucarioticos e possuem uma tipica organizacao celular eucariotica,

com uma separag¢ao funcional entre o niicleo e o citoplasma, como pode ser visto na figura

1Oxidagdo é a remocao ou perda de elétrons ou dtomos de hidrogénio (préton + elétron) ou adicio
de oxigénio, assim como podemos definir reducao como a adigdo ou ganho de elétrons ou atomos de
hidrogénio ou remocao de oxigénio. O agente redutor ao doar elétrons se oxida, enquanto o agente

oxidante, ao receber elétrons, se reduz.



1.1 [2]. O conteido nuclear das células vegetais estd relacionado com o crescimento e
desenvolvimento dos organismos, pois contém a maioria do material genético destes. O
citoplasma é protegido pela membrana plasmética e composto por vérias organelas, que
apresentam cada uma sua funcao celular. Entre as principais organelas citoplasméaticas
podemos destacar: os reticulos endoplasmaéticos (liso e rugoso) e o complexo de Golgi,
que estao relacionados com a secrecao de proteinas; a mitocondria, que é responsavel pela
respiracao celular; os plastideos, e entre eles os cloroplastos, que sao organelas ausentes
nas células animais e é o local onde ocorre fotossintese; além de um grande vaciiolo central,

responsavel por armazenar agua e solutos tuteis as células.
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Figura 1.1: Representagao diagramética de uma célula vegetal (extraido da referéncia [3]).

A célula vegetal possui duas principais organelas que desempenham fungoes do ponto
de vista energético: mitocondrias e cloroplastos. Essas organelas podem ser chamadas

de semi-autonomas, pois contém seu préoprio DNA (no entanto, a maioria das proteinas



utilizadas por estas células ainda é codificada pelo DNA do nucleo; dai o nome semi-
autéonomo). Como ji foi mencionado, as mitocondrias sdo responsdveis pela respiracao,
um conjunto de reacoes de oxi-reducao para a obten¢ao de energia a partir de uma fonte
energética organica e que ocorre obrigatoriamente em todas as células. Essas reagoes
consistem basicamente na transferéncia de H* de um composto organico para outro, com
desprendimento de energia.

J4 os cloroplastos pertencem a um grupo de organelas denominado plastideos. A figura
1.2 mostra a estrutura de um cloroplasto, com toda a complexidade de sua organizacao.
Essas organelas sao estruturas com duas membranas - uma interna e outra externa -,
também conhecidas como envelopes, que sao compostas por duas camadas de lipidios.
Além dos envelopes, os cloroplastos possuem um terceiro sistema de membranas chamado
tilacéides. E nos tilacéides que estao presentes proteinas e pigmentos responsaveis pe-
los eventos fotoquimicos da fotossintese (clorofilas e carotendides), formando estruturas

chamadas de “complexos de antena” ou “antena”’. Uma pilha de tilacéides forma um

granum.
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Figura 1.2: Esquerda: Desenho esquematico mostrando a organizacao das membranas no
cloroplasto. Direita: Cloroplasto visto através do microscopio eletronico, onde é possivel

ver os grana formados pelos tilacéides (extraido das referéncias [3] e [4]).



Grana adjacentes sao conectados por membranas chamadas de estroma lamelae. Todo
este conjunto de membranas encontra-se mergulhado em um fluido gelatinoso que preenche
o cloroplasto, chamado de estroma, onde ha enzimas, DNA, pequenos ribossomos e amido.

Os diferentes componentes do aparato fotossintético estao localizados em diferentes
regices dos grana e do estroma lamelae. A principal enzima energética do cloroplasto (ATP
sintase) esta localizada nos tilacéides. Durante a fotossintese, reacoes de transferéncia de
elétrons, mediadas pela luz, resultam num gradiente de prétons através dos tilacdides,
como sera visto adiante.

Os tecidos celulares sao formados por um conjunto de células que desempenham ba-
sicamente a mesma funcao. No caso dos vegetais, podemos identificar trés principais
sistemas de tecidos, encontrados em todos os organismos: o tecido dérmico, o tecido fun-
damental e o tecido vascular. O conjunto desses tecidos forma os érgaos vegetais, que
por sua vez compoem o corpo da planta. Os vegetais superiores sao compostos por pelo
menos trés érgaos: raiz, caule e folha. A funcao principal da raiz é ancorar a planta e
absorver agua e sais minerais; o caule é responsavel pelo suporte, enquanto que a folha
tem como principal fungao a fotossintese.

Os principais constituintes da folha podem ser vistos na figura 1.3. Sua estrutura
bésica apresenta trés camadas: epiderme, meséfilo e feixes vasculares. Na superficie supe-
rior (adaxial) da folha, diretamente exposta a luz solar, hd uma camada de cera (cuticula),
cuja funcao é absorver a radiacao ultra-violeta proveniente do sol. O tecido fotossinteti-
camente ativo nas plantas é o mesofilo das folhas. As células do mesofilo contém muitos
cloroplastos, que concentram-se principalmente no parénquima pali¢adico, logo abaixo da
epiderme adaxial. Os tecidos vasculares (xilema e floema) situam-se mais ao centro da
folha. A transpiracao da folha é regulada principalmente pelas células guardas, que con-
trolam o tamanho e a abertura dos estomatos, responsaveis pela demanda fotossintética
de C'O; e a salda de O, a0 mesmo tempo em que minimizam a perda de dgua para a

atmosfera.
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Figura 1.3: Representacao esquematica de um corte transversal de uma folha (extraido

da referéncia [3]).

1.3 A parte fotoquimica da fotossintese

Como ja foi mencionado, dois principais estdgios seqlienciais ocorrem nos cloroplastos:
primeiro, certos comprimentos de onda provenientes da luz sao absorvidos, e a energia
luminosa é convertida em energia quimica por uma série de passos chamados de reagoes
de luz ou fase fotoquimica. Essas reacoes sao processadas nas membranas internas do
cloroplasto (tilacéides); depois, o COs é fixado e reduzido a compostos organicos, partic-
ularmente agicares, por uma série de passos chamados de reagoes de fixacao de C'O,, ou
ainda fase enzimatica. Esse processo ocorre independentemente de luz, na matriz fluida
do cloroplasto (estroma).

A fase fotoquimica da fotossintese tem como principal funcao converter energia lumi-
nosa em energia quimica, ou seja, converter luz em ATP. Para isto, as plantas possuem

pigmentos fotossintéticos que coletam a luz usada na fotossintese. O pigmento mais im-
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portante em plantas superiores é a clorofila a, existindo ainda pigmentos acessorios como
a clorofila b e diferentes tipos de carotendides. Todos estes pigmentos estao associados a

proteinas e encontram-se embutidos nos tilacéides.

1.3.1 A absorcao da luz

A maioria dos pigmentos serve como um complexo de antena, coletando luz e trans-
ferindo energia para o complexo do centro de reacao, onde as reagoes quimicas de oxidagao
e reducao acontecem. Essa transferéncia de energia dos pigmentos até o centro de reacao
se da através de um mecanismo conhecido como ressonancia indutiva. A energia absorvida
pelos carotendides é transferida para a clorofila, que inicia assim um processo de “afuni-

lamento” de excitacao do sistema de antenas em dire¢ao ao centro de reagao (figura 1.4).
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Figura 1.4: Desenho esquematico mostrando o conceito de transferéncia de energia durante

a fotossintese (extraido da referéncia [3]).

A clorofila a absorve luz visivel principalmente na regiao do azul e do vermelho,
tendo picos de absor¢ao em 435 nm e 680 nm, respectivamente. Sabemos que quando

uma molécula, inicialmente no seu estado fundamental, absorve um féton, esta faz uma
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transicao para um estado de mais alta energia, ou estado excitado. Como a energia do
féton é inversamente proporcional ao comprimento de onda, E = hc/A, onde h é a cons-
tante de Planck e ¢ a velocidade da luz, a absor¢ao de luz azul excita a clorofila para um
estado de mais alta energia que a de luz vermelha. Neste estado de mais alta energia,
a molécula é extremamente instavel (apresenta uma meia-vida 7 ~ 107'2s), perdendo
parte da energia absorvida na forma de calor e decaindo para um estado excitado de mais
baixa energia (figura 1.5). A clorofila se mantém nesse estado - metaestavel - por varios

nanosegundos, podendo decair até o estado fundamental por diversas vias:
e convertendo diretamente a energia de excitacao em calor, sem emissao de um féton;

e emitindo um outro f6ton, com energia menor que o absorvido (devido a lei de con-

servagao de energia), num processo conhecido como fluorescéncia;

e transferindo a energia para uma outra molécula adjacente, num processo conhecido

como transferéncia por ressonancia.
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Figura 1.5: Desenho esquemadtico dos niveis de energia da molécula de clorofila (extraido

da referéncia [4]).
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Este tltimo processo é significativo, sendo o mecanismo pelo qual a energia coletada
por dezenas ou centenas de moléculas é canalizada ao centro de reacao. Pode-se destacar
que as etapas iniciais do armazenamento fotossintético de energia estao entre as reagoes
mais rapidas ja conhecidas.

As reacoes fotoquimicas da fotossintese ocorrem nos centros de reagao fotossintética,
que nada mais sao do que proteinas em forma de pigmentos que ocupam um espago
limitado nas membranas do tilacéide. E nesses centros de reacao que a energia absorvida é
utilizada para iniciar a transferéncia de elétrons. Sao formados por moléculas de clorofila
a especializadas; no entanto, para cada molécula de clorofila presente num centro de
reacao, ha cerca de outras 300 no cloroplasto participando do sistema de antenas (LHC,
do inglés “Light-Harvesting Complex”). Assim, a grande maioria das clorofilas atua no
sistema captador de luz, e nao como parte dos centros de reacao. Temos entao um processo
extremamente eficiente, pois se cada clorofila captadora de luz tivesse um centro de reagao
associado a ela, as enzimas associadas a esse sistema estariam inativas a maior parte do

tempo, sendo ativadas apenas através da absorcao de um féton.

1.3.2 O efeito Emerson: a descoberta de dois fotossistemas

No final da década de 1950, um experimento realizado por Emerson mostrou um resul-
tado desconhecido, denominado a partir de entao como efeito de entrelacamento ou efeito
Emerson [6]. Ele mediu a taxa de atividade fotossintética utilizando dois comprimentos
de onda diferentes de forma independente, e depois usando os dois feixes juntos. Quando
esses feixes eram utilizados ao mesmo tempo, a taxa fotossintética era maior que a soma
das taxas quando eram utilizados separadamente (figura 1.6). Emerson utilizou luz nos
comprimentos de onda de 680 nm (vermelho) e de 700 nm (vermelho distante). Essas
observacoes foram explicadas na década de 1960, quando se descobriu que dois complexos
fotoquimicos, hoje conhecidos como fotossistemas I e II (PSI e PSII, respectivamente),

operam em série para aumentar a eficiéncia da transferéncia de elétrons no processo.
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Figura 1.6: Efeito de entrelacamento descoberto por Emerson (extraido da referéncia [3]).

O PSI absorve preferencialmente comprimentos de onda perto do infravermelho, maiores
que 680 nm; ja o PSII absorve comprimentos de onda entre 670 e 680 nm. Esta de-
pendéncia explica o efeito de entrelagamento. Outra diferenga entre os dois fotossistemas
é que o PSI produz um forte redutor, capaz de reduzir a molécula NADP™, enquanto o

PSII produz um forte oxidante, capaz de oxidar a dgua.

1.3.3 O transporte de elétrons e prétons no cloroplasto

A figura 1.7 mostra o transporte de elétrons realizado na fotossintese, que relaciona
os dois fotossistemas. Este esquema é conhecido como esquema Z, e é a base para o
entendimento de organismos fotossintéticos com evolugao de oxigénio. Fotons excitam
os pigmentos fotossintéticos, que transferem sua energia para os centros de reagao (P680
para o PSII, e P700 para o PSI). Estes nimeros estao relacionados com o comprimento
de onda méximo que o fotossistema é capaz de absorver (680 nm para o PSII e 700 nm

para o PSI).
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Figura 1.7: Esquema Z da fotossintese, mostrando a representacao esquemaética da trans-

feréncia eletronica entre os PSI e PSII (extraido da referéncia [3]).

O relégio de oxidacao da agua

Ap6s a absorcao de luz e excitacao do P680, o transporte de elétrons na fotossintese
tem inicio com a quebra da molécula de 4gua no espaco tilacoidal interno (lume). Durante
a fotossintese, elétrons sao transportados da molécula de HoO para NADP™ e sao tem-
porariamente armazenados nas moléculas de NADPH antes da reducao de CO,. A razao
pela qual a energia em forma de luz é requerida é que a molécula de dgua é termicamente
dificil de se oxidar, enquanto que NADP™ é dificil de se reduzir. No entanto, a questao
de como os elétrons sao na verdade removidos da dgua é vital para o entendimento do
transporte destes.

Em 1969, Pierre Joliot demonstrou em Paris que cloroplastos mantidos no escuro e
em seguida expostos a pulsos de luz liberam O, a partir de H,O em picos de 4 distintos
pulsos [4]. Esta periodicidade sugeriu que alguma molécula (ou moléculas) deveria(m)
estar acumulando carga positiva apds cada pulso, até que se tenha acumulado quatro H+
- uma vez que a liberacao de uma molécula de O, requer a oxidagao de duas moléculas
de H,O e a remocao de quatro elétrons. Ele chamou estes varios estados de Sy, S, So,

S3 e 94, de tal forma que a conversao de Sy para S; envolve a perda de um elétron, a
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conversao de S; para S a perda de outro, até que S, tenha quatro H' extras. Assim, S,
tomaria quatro elétrons de volta a partir das duas moléculas de H,O e retornaria a .
Este esquema esté representado na figura 1.8, e é conhecido como relégio de oxidagao da
agua.

O, + 4H"

P80 *—"‘ P680’

PESD
”“ 80
P680
PGBO
PGSO P&BD

Figura 1.8: Representagao esquematica do relégio de oxidagao da dgua (extraido da re-

feréncia [4]).

Em relagao a natureza quimica dos estados S, sabe-se que P680 se oxida com a perda
de um elétron depois de um pulso de luz. Logo, P680 s6 pode perder um elétron e pode
acumular somente uma carga positiva. Estudos mostraram que os estados S represen-
tam varios estados de oxidagao do manganés. Sabe-se que quatro atomos de Mn estao
associados com cada PSII e que todos os quatro sao essenciais para a liberacao de O.

Enfim, a equacao

2H50 + hv—Oq + 4H" + 4e” (1.2)

representa a chamada reacao de foto-oxidagao da agua: energia luminosa dissocia moléculas
de agua, liberando oxigénio para a atmosfera. Ja os protons e elétrons seguem uma

seqiiéncia de reacoes nas membranas.
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O caminho através das membranas

Enquanto cada elétron liberado passa por uma cadeia de reagoes até o PSI, ions de
hidrogénio (prétons) sao transferidos do estroma para o lume através da plastoquinona,
uma molécula que recebe o elétron excitado na regiao intermediaria da membrana tila-
coidal, retirando um proéton da regiao do estroma para se manter eletricamente neutra
(figura 1.9). O elétron extraido do P680 passa sucessivamente pela feofitina (Pheo) e pela
quinona A (Q4) até atingir a quinona B (@Qp). Enquanto Q4 sé aceita um elétron por
vez, (Qp aceita dois elétrons, de tal forma que a doagao de dois elétrons por parte de
P680 forma Q]_32. Este composto incorpora dois protons do estroma, sendo liberado como

hidroquinona (PQ H,, também chamado de plastoquinol).
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Figura 1.9: Desenho esquemético mostrando a transferéncia de elétrons e protons no
tilacoide, que deve-se basicamente a quatro complexos de proteinas: PSII, citocromo bg f,

PSI e ATP-sintase (extraido da referéncia [3]).
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O elétron é entao transferido para um transportador eletronico, o citocromo bg f, local-
izado junto ao lume. Assim, o préton capturado é libertado nesse espago (lume), gerando
um gradiente eletroquimico na membrana tilacoidal devido ao aciimulo de prétons. Além
da diferenca de potencial elétrico, o lume torna-se cerca de 1000 vezes mais acido (pH
5) do que o estroma (pH 8). Esse forte gradiente produz uma descarga de prétons que
atravessam a membrana de volta ao estroma através da enzima ATP-sintase, situada nos
tilacéides. Durante o processo ha sintese de ATP.

O complexo de citocromos bgf oxida a hidroquinona formada na cadeia de reacoes
fotoquimicas, transferindo ions de hidrogénio ao lume. Em seguida, reduz a plastocinanina
(PC), uma proteina que contém cobre, encontrada nos cloroplastos. Esta proteina, por
sua vez, transfere elétrons ao pigmento P700 que, quando excitado por energia luminosa,
repassa-os a uma nova série de receptores. O receptor primario Ay é uma clorofila a, e o
secundario A; é uma quinona conhecida como vitamina K1. Em seguida, os elétrons sao
transmitidos por proteinas da membrana tilacoidal (FeS,, FeSp e FeSy) até chegar a
ferredoxina (Fd).

Os elétrons que passam pela Fd fazem com que a ferredoxina-NADP-redutase (um
tipo de enzima, abreviada por FNR) forme NADPH a partir de NADP*, através da
seguinte reacao:

NADP* + H* +2¢”—NADPH (1.3)

O composto NADPH atua como armazenador de energia e agente redutor, pois é facil-

mente oxidado.

1.3.4 A separacao espacial dos dois fotossistemas

A figura 1.10 mostra a localizacao dos principais complexos associados com a fase
fotoquimica da fotossintese dentro dos tilacéides. Vemos que o centro de reagao do PSII,
com suas clorofilas e proteinas relacionadas com o transporte de elétrons, esta localizado

predominantemente nos grana. Ja o PSI, assim como a enzima que cataliza a formacgao
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de ATP, sao encontradas quase que exclusivamente no estroma lamelae e nas partes finais
dos grana. O citocromo bgf, que conecta os dois fotossistemas, é geralmente distribuido

entre o granum e o estroma lamelae.

ESTROMA Membrana

—% ~ONIAr—CAIIATIAAL-8-1RnTAT->
“Oay, BN INUNUBINL (BB 0,
RS

o-0L-191—IRININL o QI for- 2 Nlee ¥
~3=8-URD0AD B W LHCIl Pl g" PSI

smfcse

Figura 1.10: Representacao da membrana tilacoidal, mostrando a concentracao dos fotos-

sistemas e dos principais complexos associados com a fotossintese (extraido da referéncia

3])-

A separacao espacial de dezenas de nanometros entre os dois fotossistemas ainda nao
¢ completamente entendida [7, 8], mas explica porque a proporgao entre esses complexos
nao é, necessariamente, 1:1. Assim, a transferéncia de elétrons do PSII para o PSI ocorre
através da difusao de portadores de elétrons da regiao dos grana até a regiao do estroma
lamelae. Prétons liberados na oxidagao da dgua também se difundem a esta ltima regiao,

onde ocorre a sintese de ATP.

1.4 A parte enzimatica da fotossintese

Todos os organismos fotossintéticos eucaridticos, desde a alga mais primitiva até a
mais avancada angiosperma, reduz o gas carbonico em carboidrato através do mesmo
mecanismo: o ciclo de Calvin, ou ciclo RPP (do inglés, “Reductive Pentose Phosphate”).
Esse processo ocorre no estroma do cloroplasto, e envolve uma série de reagoes enzimaticas.

O ciclo de Calvin pode ser dividido em trés estagios: a carboxilagao do C'Os, formando
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duas moléculas de 3-fosfoglicerato; a reducao do composto formado anteriormente, for-

mando um carboidrato; a regeneragao do C'Oy a partir do carboidrato formado (figura

1.11).
transport
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Figura 1.11: Ciclo de Calvin ou ciclo do carbono: seqiiéncia de reagoes (extraido da
referéncia [4]).

Ao ser absorvido, o CO; se combina com o agtcar ribulose 1,5-bifosfato (RuBP), com
5 carbonos. Essa reagao, denominada (1) na figura 1.11, é catalisada pela enzima ribulose
1,5-bifosfato carboxilase-oxigenase (RuBisCO), a enzima mais abundante da Terra, e gera
duas moléculas de 3-fofoglicerato (3-PGA), com 3 carbonos. As moléculas de 3-PGA
sofrem fosforilagao através da reagdo com ATP (reagao (2)) e o composto formado é, em

seguida, reduzido pelo NADPH (reagao (3)), formando fosfogliceraldeidos (triose-fosfato).
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O fosfogliceraldeido (3-PGald) é considerado a molécula de troca entre o cloroplasto e
o citoplasma, pois é a tnica molécula que consegue sair do cloroplasto. Uma pequena
fracao das moléculas de 3-PGald formadas pode participar da glicélise, utilizado no ciclo
de Krebs da respiracao, na mitocondria; outra fragao maior é utilizada na formacao de
glicose ou frutose (reagoes 5,6), que vai para todo o corpo da planta através dos tecidos
vasculares; ou ainda, parte das moléculas de 3-PGald pode ser convertida em ribulose
fosfato (RuP), nao saindo do cloroplasto. Esta tltima, por sua vez, gera RuBP (reagoes
4,8,9,12), realimentando o ciclo do carbono.

A energia necessaria as reacoes do ciclo de Calvin é fornecida essencialmente pelos
compostos quimicos armazenados na fase clara da fotossintese: o ATP é usado na fosfo-
rilagdo de compostos enquanto que o NADPH atua como agente redutor. O conjunto de
reagoes do ciclo de Calvin, descrito de forma basica na figura 1.11, utiliza um total de 13
enzimas como catalisadores.

A eficiéncia de conversao energética no ciclo de Calvin é proxima a 90%. As reacoes
envolvem basicamente o rearranjo de energia quimica. Cada C'O, reduzido a agiicar requer
a “queima” de 2 moléculas de NADPH e 3 moléculas de ATP (compostos armazenadores

de energia).

1.5 Fotorrespiracao

Em 1920, um bioquimico alemao chamado Otto Warburg notou que a fotossintese
em algas é inibida por O, [4]. Notou ainda que esta inibi¢ao é maior quanto menor for a
concentracao de C'Oy no ambiente. Para entender essa influéncia, John P. Decker mostrou,
na década de 1950, que plantas apresentam maiores taxas de respiracao na presenca de
luz do que no escuro e que, sob condigoes normais, a respiragao causa a liberacao de 1/4 a
1/3 do C'O5 que é fixado na fotossintese. Hoje é conhecido que a respiragdo em organismos
fotossintéticos iluminados ocorre através de dois processos: um que esta presente em todos

os momentos, até mesmo no escuro, realizado na mitocondria; e um outro processo muito
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mais rapido, totalmente dependente de luz, conhecido como fotorrespiracao. A realizacao
deste tltimo envolve a cooperacao de cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias.

Na presenca de luz, a formagao de RuBP ocorre muito mais rapido do que no escuro
porque, para produzir esta molécula, o ciclo de Calvin necessita de ATP e NADPH, am-
bos produtos da fase fotoquimica. Além disso, a luz causa a liberacao de O, a partir
de H,0 nos cloroplastos, tornando abundante a concentracao deste gas. O fato da en-
zima RuBisCO ser ativada pela luz torna possivel a fixacao de O,, gerando o processo
fotorrespiratorio.

A fotossintese e a fotorrespiragao trabalham em diregoes totalmente opostas, de forma
que esta resulta na perda de CO, de células que estejam simultaneamente fixando este
mesmo gas por meio do ciclo de Calvin. A fixacao fotossintética do CO, e a oxigenacao

fotorrespiratéria sao reagoes que competem entre si, reduzindo a eficiéncia da fotossintese.

1.6 Fatores que influenciam a fotossintese

Embora as caracteristicas genéticas sejam especificas de cada tipo de planta, tornando-
as mais adaptativas a alguns ambientes do que a outros, varios fatores externos podem
influenciar - e limitar - a fotossintese [4]. O nivel de intensidade de exposigao a luz, a
temperatura, a salinidade, o grau de hidratagao, a concentragao de C'Os, a presenca de
nutrientes e a concentracao de enzimas sao alguns dos fatores que influenciam a producao
fotossintética. A compreensao de como cada um desses fatores e seus efeitos afetam a
fotossintese torna-se indispensavel quando se almeja minimizar os seus efeitos adversos, a
fim de se obter uma maior produtividade.

Sabe-se que o aumento da temperatura®, por exemplo, aumenta tanto a atividade
fotossintética como a respiratéria. O mesmo efeito pode ser obtido a medida que se

aumenta a intensidade luminosa ou a concentragao de C'O,. Este ultimo também pode

2Isto ocorre até um certo valor de temperatura limite, que varia de planta para planta. A partir deste

valor, a elevacao de temperatura passa a ser prejudicial para a atividade fotossintética da planta.
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ser limitado pela dgua, através da entrada e saida de compostos pelos estomatos na folha.
Os estomatos podem fechar se o suprimento de dgua é pobre, podendo causar uma parada
no fornecimento de C'O, para a fotossintese.

No entanto, é intuitivo pensar que um dos fatores que mais influenciam a fotossintese
¢ a quantidade de luz disponivel para as plantas. Vimos que a grande maioria do aparato
fotossintético s6 ¢é ativada na presenca de luz, de tal forma que plantas expostas a diferentes
intensidades luminosas devem apresentar caracteristicas diferentes entre si.

Nossa proposta, neste trabalho, é estudar e evidenciar caracteristicas morfologicas e
fisiolégicas de plantas adaptadas a diferentes niveis de luminosidade. Para tal, utilizamos

a técnica fotoacustica, assunto que abordaremos no préximo capitulo.



Capitulo 2

Fotoacustica aplicada a fotossintese

2.1 Um pouco de histéria

Em 1880, Alexander Graham Bell viu que a incidéncia de luz solar modulada num
sélido em forma de diafragma, conectado a um tubo, produzia um sinal acustico (som)
[9, 10]. Estava sendo descoberto o efeito fotoactstico, ou seja, a produgao de um sinal
acustico através da incidéncia de luz num meio. Esse efeito também foi estudado em
liquidos e gases por Bell, que mostrou a influéncia da absorcao de luz por um material na
intensidade do sinal acustico observado.

Até o século XIX sabia-se que o aquecimento de um gas através da absorcao de luz,
por exemplo, numa camara fechada, gerava mudancas de pressao e volume nesta. O
efeito fotoactstico em sélidos e liquidos, no entanto, foi alvo de diversas teorias. Rayleigh
acreditava que o fenomeno se devia a um movimento mecanico no solido. Bell defendia a
hipétese de que a luz modulada incidente numa amostra porosa expandia suas particulas,
provocando um ciclo de expulsao e reabsorcao do ar nos poros. Ambos foram contestados
por Preece, que apds suas experiéncias sugeriu a expansao e contracao do gas dentro
da célula fotoacustica como causadores do efeito [11]. Mercadier entao concluiu que o

aquecimento periédico fazia vibrar a camada de gas em contato com a amostra, que é a

23
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idéia utilizada para explicar o modelo da difusao térmica [12].

A falta de detectores apropriados para medir o sinal fotoacustico transformou a desco-
berta em mera curiosidade. O interesse desse estudo sé foi retomado com a otimizacao do
microfone. Mesmo assim, as pesquisas na area se restringiram a aplicagoes em gases até
1973, quando Rosencwaig iniciou estudos de espectroscopia em sélidos utilizando o efeito
fotoactstico [13]. A partir dai, modelos tedricos para o efeito em sélidos foram desenvolvi-
dos por Parker [14], e por Rosencwaig e Gersho [15], com aprimoramentos posteriores de
McDonald e Wetsel [16] e Aamodt, Murphy e Parker [17]. Esses modelos apresentaram
uma grande concordancia com resultados experimentais (para sélidos e liquidos), e os
mecanismos basicos responsaveis pelo efeito fotoacistico parecem estar bem entendidos.

As primeiras aplicagoes da técnica fotoacustica ao estudo da fotossintese datam de
1976, quando Adams et al. extrairam clorofila de folhas de espinafre e obtiveram o
espectro fotoactstico da solugao preparada [18]. Em 1978, Rosencwaig mostrou que era
possivel obter o espectro fotoacustico da propria folha vegetal, colocando um pedaco desta
numa célula fotoacustica fechada [19]. Nesse mesmo ano, Cahen et al. demonstraram a
possibilidade de estudar o processo fotossintético através da fotoacistica [20], e com Poulet
determinaram o coeficiente de difusdo do oxigénio em folhas [21].

A partir desse momento, a fotoacustica comecou a ser usada na observacao da atividade
fotossintética estimulada pela incidéncia de luz (indugao fotossintética). Inicialmente, as
medidas foram realizadas em suspensoes de cloroplastos [22] ou com a folha cortada e
colocada na célula [23]. Ambas as alternativas representaram importantes passos no uso
da fotoacustica para estudar a fotossintese. Contudo, tais medidas apresentam certas
desvantagens: em suspensoes de cloroplastos, medidas sao realizadas sob condicoes di-
ferentes daquelas encontradas in vivo (com as folhas nas plantas); no caso de cortes da
folha, ha o problema da desidratagao [24].

Em 1987, Perondi e Miranda apresentaram a Célula Fotoactstica Aberta (OPC, do

inglés “Open Photoacoustic Cell”) [25], um dispositivo descrito como “um detector barato
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e sensivel a qualquer radiagao, das microondas até os raios-X” [26]. Logo apds, Nery et
al. propuseram usar a OPC para andlise espectral de folhas vegetais [27]. Poucos anos
depois, a OPC foi completamente introduzida no campo de estudo da fotossintese [24, 28|.
A nova ferramenta permitiu medidas em folhas intactas e fixadas ao corpo da planta - o
chamado monitoramento in situ e in vivo. Muitos estudos tém sido feitos com a OPC,
tais como o efeito de desidratacao em folhas [24], medidas de indugao fotossintética em

hibridos de milho [29] e determinac@o da energia armazenada [30].

2.2 O sinal fotoacustico em folhas

Como foi mencionado na secao anterior, o efeito fotoactstico consiste na variagao
de pressao num meio produzida pela absorcao de luz modulada ou pulsada. A energia
luminosa absorvida pelo sélido - caso de nosso interesse - se converte em calor, provocando
uma variacao de temperatura, de forma também modulada, na mesma freqiéncia de
modulacao da luz incidente. Esta, por sua vez, gera o efeito mecanico de expansao e
contracao periddicas, dando origem a ondas de pressao. Assim, o modelo fotoacustico
pode ser usado para investigar processos de desexcitagao nao-radiativa que ocorrem num
sistema periodicamente excitado por absor¢ao de luz.

No caso de folhas vegetais, quando se faz incidir luz modulada num comprimento de
onda fotossinteticamente ativo (680 nm, por exemplo), parte da luz que é absorvida é
transformada em calor, parte é utilizada na reacao fotoquimica da fotossintese e uma

pequena fracao (entre 2 e 3 %) é reemitida (vide segao 1.3.1).

2.2.1 A componente fototérmica

O calor gerado, de forma modulada, da origem a ondas térmicas que se difundem até

o gas adjacente a folha na célula fotoactustica. No caso da espessura da camada de gas
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ser maior que o comprimento de difusao térmica do mesmo', podemos considerar que
essa camada fronteirica funciona como um pistao vibratério, produzindo ondas de pressao
e criando um sinal actstico que pode ser detectado por um microfone. Uma vez que
essas variacoes de pressao periddicas sao proporcionais a quantidade de calor liberado da
folha, ha uma correspondéncia entre o sinal actistico e a quantidade de luz absorvida pela
mesma. Este é o chamado componente fototérmico do sinal acustico produzido em
folhas, que esta sempre presente, e é associado a perda de energia em forma de calor.

Em 1976, Rosencwaig e Gersho apresentaram um modelo tedrico do efeito fotoacustico
em sélidos [15], que explica a componente fototérmica do sinal. Nesse modelo, o sinal numa
célula fotoactstica pode ser descrito quantitativamente em termos dos parametros 6pticos,
térmicos e geométricos do sistema, prevendo uma dependéncia em termos do coeficiente
de absorcao éptica () da amostra. Assim, em certas situagdes, podemos obter espectros
de absorcao de amostras altamente espalhadoras de luz, como folhas vegetais.

O modelo de Rosencwaig-Gersho faz uma andlise unidimensional da producao do sinal
acustico numa célula cilindrica. Considera que as espessuras de gas e do suporte na
célula fotoactstica sdo muito maiores que seus comprimentos de difusao térmica (p, € o,
respectivamente). Como as ondas que propagam o fluxo de calor modulado sdo expo-
nencialmente atenuadas ao longo da distancia de propagacao, a uma distancia de 2mp,
a modulacao da temperatura no gas é desprezivel. Assim, pode-se assumir que apenas
a camada de gés localizada a uma distancia = da amostra, inferior a 27y, responderd
termicamente a modulacao da temperatura na superficie da amostra, sofrendo expansao
e contragao periddicas, atuando como um pistao vibratério no resto do gas. A partir dai,
Rosencwaig e Gersho calculam a variagao de pressao na camada de gas, considerando o
gas como ideal, a expansao da camada fronteirica como sendo isobarica e a compressao

do restante da coluna de gas adiabatica.

10 comprimento de difusdo térmica, também chamado de comprimento de onda térmica, é definido
como p = , /-2, onde « representa a difusividade térmica da amostra num determinado meio, e f ¢é a

freqiéncia de modulacao da luz incidente.
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2.2.2 A componente fotobarica

Especificamente no caso de folhas vegetais, ha outro componente do sinal fotoactstico.
A reacao fotoquimica ativada pela energia da radiacao absorvida resulta, entre outros
produtos, na fotossintese da folha e, conseqiientemente, na liberagao de Oy. Este gas,
que ¢é liberado também de forma modulada, da origem a uma outra onda de pressao,
na mesma freqiiéncia que a primeira, eventualmente defasada, que também é detectada
pelo microfone. Esta é a componente fotobarica do sinal fotoacustico, que pode ou
nao estar presente, dependendo da situagao experimental (o comprimento de difusao do
Os, p10, = (Do, /7 f)Y?, onde Do, representa o coeficiente de difusdo de massa desse gés,
diminui & medida que a freqiiéncia de modulagao aumenta. Assim, havera uma freqiiéncia
de corte a partir da qual a componente fotobarica nao serd mais observada).

Tanto as ondas térmicas quanto as ondas de concentragao devido ao oxigénio sao
originadas nos cloroplastos da folha, no interior das células vegetais, difundindo-se nos
espacos intercelulares até atingirem o gas.

Devemos observar, por fim, que as reacoes da fotossintese absorvem C'O, da camara
fotoacustica. Como os valores do coeficiente de difusao do C'Oy no meio celular e a per-
meabilidade desse gas nas membranas da folha sao muito menores dos que os encontrados
para o O,, as ondas de concentracao devido ao consumo de C'O, sao fortemente atenu-
adas dentro da folha. Além disto, enquanto a constante de reacao na producao de O, é
da ordem de 103 s7!, a fixacao de C'O, passa por pelo menos duas etapas com constante
reativa de 10 s~!. Se adicionarmos a isto o fato de que a producao de NADPH ¢ limitada
a 30 571, chegamos & conclusao de que a absorcao de CO, se d4 de forma praticamente
continua nas freqiiéncias de modulagao usuais (a partir de poucas dezenas de Hz), nao

contribuindo para o sinal [31].
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2.3 DMateriais e métodos

2.3.1 Montagem Experimental

A figura 2.1 mostra um diagrama esquematico do sistema experimental utilizado. O
espectrometro fotoactstico é composto por uma lampada de arco de Xendnio de alta
pressao (Oriel, mod. 6128, 1000 W), uma pé mecanica (chopper PAR, mod. 192) e
um monocromador que opera na faixa de 300-800 nm (Oriel, mod. 77250). Este ultimo
utiliza uma grade de difragao (Oriel, mod. 77298, 1200 linhas/mm), possuindo com isso
uma resolu¢ao de (A £ 5) nm (a largura das fendas de entrada e de saida de luz no
monocromador é varidavel, mas em todos os experimentos foi fixada em 3,16 mm). Filtros
opticos foram utilizados a fim de evitar ordens superiores de difracao. Uma lente de
quartzo focaliza o feixe resultante numa das entradas de um cabo 6ptico trifurcado, que
guia a luz até a célula fotoacustica utilizada. A intensidade da luz na saida do cabo éptico

foi de 450 = (24 £5) W/m?, em \ = 480 nm e Igzo = (13 + 3) W/m?, em A = 680 nm.
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Figura 2.1: Diagrama esquematico representando a montagem experimental utilizada.
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Também utilizamos um laser de diodo como fonte de luz modulada, cujo feixe era
direcionado para uma segunda entrada do cabo 6ptico. Neste caso, o espectro de emissao
¢ fixo e centrado em (665 + 2) nm, e este era modulado por um circuito eletronico. A
intensidade de emissao do feixe colimado na saida do cabo éptico foi medida, e o resultado
obtido foi de Ijgse, = (39 & 4) W/m?.

Além da luz modulada, outra fonte de luz visivel ndo modulada (DC) foi usada para
produzir a saturacao fotossintética, com o propédsito de eliminar a componente fotobarica
do sinal. Este sub-sistema era composto por uma lampada de tungsténio (250 W),
uma coluna de dgua, para cortar a forte emissao da lampada no infravermelho (luz nao-
fotossintetizante), e uma lente de vidro para focalizar o feixe na terceira entrada do cabo

6ptico. A intensidade da luz resultante na saida do cabo pode chegar até 1,0 kW /m?.

2.3.2 A Célula Fotoacustica Aberta

A OPC consiste num microfone comercial de eletreto cuja camara cilindrica é usada
como célula fotoacustica. A camara nao possui tampa (dai o nome “célula aberta”), sendo
que a prépria amostra fecha o sistema no momento das medigoes. O microfone é composto
por um diafragma de eletreto metalizado e por uma placa de metal, que sao separados por
uma fina camada de ar e conectados por um resistor, alimentando um pré-amplificador
FET na cdpsula do microfone (figura 2.2). A sensibilidade do microfone de eletreto varia
de acordo com o microfone, porém é da ordem de 10 mV /Pa. Para selar hermeticamente a
camara, aplicamos graxa de silicone em torno do orificio do microfone. Desta forma, parte
da folha sob estudo permanece exposta ao exterior, captando C'Oy externo e minimizando
mudancas na atmosfera interna da camara [25].

Em 1991, Marquezini et al. apresentaram uma teoria para o sinal fotoactstico pro-
duzido na OPC [32], considerando que para amostras opticamente transparentes, como
folhas vegetais, ha duas fontes de sinal, uma vez que parte da luz é absorvida pela amostra

e parte é transmitida, sendo absorvida pelo diafragma metalizado do microfone.
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Figura 2.2: Segao transversal esquemadtica de um microfone de eletreto (esquerda) e da

geometria de uma OPC (direita).

A figura 2.2 mostra a secao transversal esquematica de um microfone de eletreto, cuja
membrana metalizada apresenta densidade superficial de carga oj, constante dielétrica
€ e espessura [,,, separado de uma superficie metalica de drea A por uma camada de
ar de espessura s;. Se essa camada de espessura s; varia periodicamente, de forma que
51 = I, +nel*t, alterando os campos elétricos e induzindo cargas nas camadas dielétricas,
a voltagem V através do resistor R é dada por [32]:

~ plmoo jwRC 6P
e+ lneo 1 + jwRC P,

el (2.1)

A deflexao do diafragma decorre da variacao de pressao na camara fotoacustica. Esta, por
sua vez, é causada pela variagao da temperatura, que pode ser obtida através da equacao
de difusao térmica, de acordo com o modelo de Rosencwaig-Gersho. Para entender a
equacao de difusao, é necessario lembrar que, se ha um gradiente de temperatura numa
amostra, por exemplo, existird um fluxo de calor 5 que, no regime estacionario, pode ser

descrito pela Lei de Fourier (no caso em que esse fluxo se dé por condugao) [33]:

—

b= kv T (2.2)
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onde k representa a condutividade térmica da amostra. No caso em que a temperatura
varia com o tempo, a conservacao local de energia deve ser considerada, originando a
equacao de difusao térmica, que descreve o transporte de energia. No caso unidimensional,
temos:
2
T (x,t) 1 s(x,t)
ox o k

onde o termo a direita da equagao acima representa fontes de calor geradas no meio pela

(2.3)

absorcao de luz incidente, por exemplo, e a é a difusividade térmica do meio.
Assumindo a incidéncia de um feixe monocromatico modulado na freqiiéncia w de

intensidade Ipe?“! sobre uma amostra com coeficiente de absorcao éptica 3, e considerando

os meios da figura 2.2, podemos montar um sistema de equacoes de difusao térmica, de

tal forma que

27, T Io —B(ls—

0T,

& — 02T, =0 (2.4)
2 m l — __/I —HMis +

883;2 O-rQn m ﬁkmoe A 5(5 lg)

onde o; = (14 j)/mi, e o indice i denota o meio em questao como sendo a membrana
(i=m), a amostra (i=s) ou o gés (i=g). Pode-se notar a presenga de dois termos de fonte
na eq. 2.4: um devido a absorcao de radiacao pela amostra e outro devido a absorcao da
radiacao transmitida da amostra pelo diafragma do microfone de eletreto; 3’ representa
o coeficiente de absor¢ao da membrana.

Resolvendo o sistema de equacgoes diferenciais 2.4, pode-se mostrar que
(Ty) = 0y, + 6, (2.5)

onde (T,) é a média espacial da variacdo da temperatura do ar no volume da célula

(=l; <2 <0 na figura 2.2). Os dois termos da direita sao dados por

'T. e Bls —
6, — B'Iye="* cosh(l,,04,)[cosh(l,0,) — 1] (2.6)

ly04km0y, sinh(l,,0,,) sinh(l,0,)

0, = Ior(cosh(lyo,) — 1){2r — e Pl(r + 1)ebos + (r — 1)e b7}
T lgO'gk’SG'S(TQ - 1) Sinh(lgag)[@lsas — e—lsas]

(2.7)
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onde 0,, e 6, representam as contribuicoes da membrana e da amostra para a variacao da
temperatura na célula, respectivamente. Nestas equagoes, r = (/0 é um parametro que
depende do coeficiente de absorcao éptica e o da amostra, e [; representa a espessura da
camada de gés (g), da amostra (s) ou da membrana (m).

Assumindo o modelo de Rosencwaig-Gersho para a produgao do sinal fotoacustico [15],
de tal forma que a camada de gas responde adiabaticamente, a variacao de pressao em

funcao da temperatura é dada por
0P = —(1,) (2.8)

Substituindo a eq. 2.5 na eq. 2.8 e esta na eq. 2.1, o sinal na OPC pode ser escrito

CcOo1mo

JWRC 0, +0, .,
Vope =V Jw 2.9
OPC = T GORC T, ¢ (2.9)

_ _lmoo
onde Vp = et

Para amostras opticamente transparentes (3l << 1) e termicamente grossas (I/p >>

1), caso de folhas vegetais, a eq. 2.9 pode ser simplificada:

Iy .
Vi =VoxG——-—F, Jet 2.10
oPrPC 0X T, lgag koo, € ( )

JwRC
1+jwRC

cosh(lgoq)—1
sinh(lgo4)

onde y = ¢ a funcao resposta do microfone, G = ¢é a funcao resposta

da camada de ar e F§ é dado por

r

k
F, = s
+ﬁk

1—r m

(am)m M] ol (2.11)

Ol sinh(l,,0m)

O resultado acima mostra que, para amostras termicamente grossas, o sinal da OPC
é proporcional a transmitancia da amostra, uma vez que a eq. 2.11 é dominada pelo
seu segundo termo. Substituindo esta equacao na eq. 2.10, vemos que o sinal resultante

depende de Iye P, além de variar com a freqiiéncia de acordo com f~!.
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A célula aberta com microfone B&K

Na tentativa de encontrar um valor absoluto para a energia armazenada nas medidas
de efeito positivo, utilizamos uma outra célula fotoacustica aberta, com outro microfone
como detector. O motivo pelo qual fizemos esta troca é que, com esta célula, nao ha a
contribui¢ao da membrana, como sera visto adiante (segdo 3.3). A figura 2.3 mostra um
diagrama esquemadtico da segao transversal desta OPC, que também permite medidas in
vivo e in situ. A grande diferenca é que essa célula tem como detector um microfone
condensador Briiel & Kjaer (B&K, mod. 4166), cuja sensibilidade é 48 mV /Pa. Temos
um detector que, além de ser mais sensivel, possui uma resposta plana em funcao da
freqiiéncia?.

LUZ MODULADA

JANELA DE VIDRO ¢

FOLHA

CAMARA

ACUSTICA MICROFONE

/

0-RING

JANELA DE VIDRO

Figura 2.3: Diagrama esquematico da célula fotoacustica utilizada para medidas em alta

freqiiéncia.

No entanto, para baixas freqiiéncias de modulagao (dezenas de Hz), a razao sinal /ruido
desta célula fotoactstica é menor, fazendo com que a OPC com o microfone de eletreto

fosse a melhor escolha como célula a ser utilizada na regiao de trabalho destas freqiiéncias.

?Para freqiiéncias inferiores a 30 Hz, o microfone de eletreto ndo apresenta uma resposta plana em

fungao da freqiiéncia.
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A célula fotoacustica convencional

Se, ao invés de usarmos a folha para fechar a célula fotoacustica da figura 2.3, colo-
carmos uma janela transparente, teremos uma célula convencional tipica. Neste caso,
a amostra seria colocada dentro da camara fotoacustica, e no caso de plantas, estudos
em sistemas fotossintéticos sao feitos através de medidas em folhas recortadas. Como a
amostra ¢ a unica fonte de sinal neste tipo de célula (diferentemente da OPC com micro-
fone de eletreto, em que hé a contribuigdo da membrana), podemos considerar a expressao
2.9, com 6, = 0, como o sinal fotoacistico medido numa célula convencional®. Medidas

neste tipo de célula serao apresentadas e comentadas posteriormente, no capitulo 5.

2.3.3 Amostras utilizadas
Plantas de tabaco

Para demonstrar as diferencas morfolégicas e estruturais entre plantas da mesma
espécie crescidas sob diferentes intensidades de luz, utilizamos como amostra plantas de
tabaco selvagem (Nicotiana tabacum). As sementes foram fornecidas pelo Departamento
de Genética da ESALQ (USP), e cultivadas em casas de vegetagao no Instituto de Bi-
ologia (IB) da Unicamp. As plantas cresceram no mesmo ambiente, porém em estufas
diferentes, de tal forma que todas as condigbes ambientais (temperatura, tipo de solo,
fotoperiodo, etc.) foram as mesmas, exceto o nivel de iluminagao: um lote de amostras
foi exposto diretamente & luz solar, recebendo 100% do nivel de irradiancia proveniente
do sol (plantas de sol), enquanto que um outro lote foi exposto a somente 50% de luz solar
(plantas de sombra). Para obter este nivel de intensidade de luz, utilizamos um sombrite
nas casas de vegetacao. As plantas eram regadas através de aspersor controlado trés vezes

ao dia, nao caracterizando, portanto, estresse hidrico.

30 mesmo se aplica & célula aberta com microfone B&K, uma vez que o sinal da membrana é um

problema intrinseco do microfone de eletreto.
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Todas as medidas foram realizadas em plantas com idade entre 45 e 60 dias, contados a
partir da data de semeadura, sempre em folhas do segundo par completamente expandido -
garantindo, assim, um padrao morfolégico nas folhas submetidas aos experimentos. Cada
lote era composto por 10 plantas, e em cada planta foram utilizadas entre 2 e 4 folhas para
diversos tipos de medidas. Em cada experimento, foram realizadas aproximadamente 9
repetigoes de medidas (1-2 folhas para cada planta / 6 plantas para cada tipo de amostra).
Em todos os experimentos de fotoactstica realizados nestas plantas, utilizamos o laser de
diodo como fonte de luz modulada (exceto naqueles onde o comprimento de onda da luz

incidente varia).

Plantas Zeyheria

Sabe-se que plantas tipicas de floresta sao adaptadas a condigoes de baixa intensidade
de luz, uma vez que crescem rodeadas por arvores muito proximas umas das outras,
evitando sua exposicao direta a luz solar. Por outro lado, plantas tipicas de cerrado sao
adaptadas a incidéncia direta de luz solar, explicitando assim diferencas estruturais e
morfologicas geradas pelo habitat natural.

Baseado neste fato, também realizamos medidas fotoacusticas em plantas de duas
espécies diferentes, porém pertencentes ao mesmo género: Zeyheria tuberculosa (planta
da floresta) e Zeyheria digitalis (planta do cerrado). Essas amostras foram semeadas e cul-
tivadas nas casas de vegetacao do IB-Unicamp, e cedidas pelo Departamento de Anatomia
Vegetal do mesmo Instituto. Ambas as plantas foram submetidas as mesmas condigoes
de luminosidade (30% de exposi¢ao a luz solar, obtido com o uso de sombrite), diferindo
apenas pela sua procedéncia (origem). Todas as medidas foram realizadas em plantas
com idade entre 110 e 125 dias, em folhas do segundo par completamente expandido. Ao
total, foram realizadas aproximadamente 6 repeti¢oes (1-3 folhas para cada planta / 3
plantas para cada tipo de amostra). Nestas plantas, a lampada de arco de Xenénio foi

utilizada como fonte de luz modulada em todos os experimentos.



Capitulo 3

Curvas de atividade fotossintética

3.1 Dependéncia da fotossintese com a luz

Como vimos na se¢ao 1.6, varios fatores influenciam a taxa de atividade fotossintética
das plantas, entre eles o nivel de iluminacao. Para entender quantitativamente como a
luz afeta a fotossintese, é necessario examinar o quanto de energia luminosa proveniente
do sol é 1util. Sabe-se que na camada superior da atmosfera a irradiancia total ¢ 1360
W/m? (constante solar), que inclui a regiao do ultravioleta ao infravermelho® [4]. No
entanto, conforme a luz penetra na atmosfera, parte da energia é perdida por absorcao e
espalhamento, de forma que aproximadamente 900 ¥W/m? atinge as plantas, dependendo
do horério, do dia do ano, elevacao da superficie, latitude, condicao atmosférica, entre
outros. Desta intensidade, 5% pertence a regiao do ultravioleta, pouco mais que metade
deve-se ao infravermelho e o resto tem comprimentos de onda distribuidos entre 400 e 700
nm, na chamada radiagao fotossinteticamente ativa (PAR, do inglés “Photosynthetically
Active Radiation”). Num dia de céu limpo, sem nuvens, a PAR pode chegar a 500 W/m?,
dependendo dos fatores mencionados.

Estudos mostram que aproximadamente 80 a 90% da quantidade da PAR é absorvida

IEste valor varia aproximadamente 2% devido & érbita eliptica da Terra

36
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pelas folhas, embora estes valores variem consideravelmente com a estrutura e a idade
das mesmas. O restante ¢ transmitido e/ou refletido. Da radia¢do absorvida, mais da
metade é convertida em calor, enquanto que uma pequena parte é utilizada no processo
fotossintético (e/ou fluorescéncia).

A atividade fotossintética de uma folha varia com a intensidade de luz de tal forma
que podemos modelar a curva de acordo com a seguinte expressao:

al

RUI)=—%
() 1—|—[/[1/2

(3.1)

onde R é a taxa de atividade fotossintética (evolugao de Oy ou captacao de C'Os, por
exemplo), I/, ¢ a intensidade de luz capaz de produzir metade da saturacao e a ¢ a perda
fotoquimica, isto é, a fracao de luz absorvida que é armazenada pela planta como energia
quimica [34, 35]. A figura 3.1 mostra a atividade fotossintética em func¢ao da intensi-
dade de luz incidente numa folha. E possivel notar que acima de uma certa irradiancia,
chamada luz de saturagao, o aumento de luz nao provoca um aumento correspondente de

05 liberado.

|
|
\)
|
|

Atividade
Fotossintética

-

Intensidade de luz o

Figura 3.1: Curva de saturagao fotossintética em fungao da intensidade de luz incidente.

Do ponto de vista da técnica fotoactstica, vemos que se tivermos apenas a presenca

de uma luz modulada de baixa intensidade, a resposta fotossintética a luz também é
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modulada, com uma amplitude apreciavel (figura 3.1). No entanto, se adicionarmos luz
continua de alta intensidade, capaz de atingir a saturacao fotossintética da folha ([
na figura), a taxa de fotossintese e, conseqiientemente, a evolugao de Oz, devido a luz
modulada nao é afetada em relacao a componente DC de luz. Nesse caso, a componente
fotobarica do sinal é eliminada. Portanto, na presenca de luz continua capaz de saturar

a fotossintese, temos apenas a componente fototérmica do sinal fotoacustico.

3.1.1 Fotoinibicao e fotoprotecao

Se submetermos a planta a uma irradiancia maior que a luz de saturagao por um
longo tempo, o excesso de luz pode inibir a fotossintese em folhas [3, 4]. Basicamente,
esse processo pode ocorrer de duas formas: a fotoinibicao e a foto-oxidacgao.

A foto-oxidagao é um processo irreversivel e envolve diretamente os pigmentos recep-
tores de luz. Quando estes absorvem muita luz durante um periodo excessivo, ficam muito
tempo excitados e interagem com o C'O,, produzindo radicais livres, como o superdxido
(O5), que podem destruir os pigmentos. H& algumas defesas bioquimicas, como a en-
zima superdxido dismutase (SOD), que destrdi os radicais livres, mas essas defesas sdo
insuficientes se a exposicao a alta luminosidade é prolongada.

J4 a fotoinibicao envolve danos reversiveis aos centros de reagao, especialmente o PSII,
quando estes sao sobre-excitados. O facil dano no PSII deve-se a perda da proteina D1,
envolvida na transferéncia de elétrons entre o P680 e a PQ. Isto nao ocorre tao facilmente
no PSI porque a ferredoxina (Fd) proxima a esse fotossistema é altamente redutora,
podendo assim evitar a formacao de O, a partir do oxigénio molecular.

No entanto, os vegetais superiores possuem um mecanismo de fotoprotegao, denomi-
nado de quenching, que permite a planta ajustar-se a diferentes condicoes de intensidades
luminosas. Os carotendides, por exemplo, protegem a planta contra o excesso de luz inci-
dente. Esses pigmentos sao responsaveis pela diminuicao de estados excitados da clorofila,

absorvendo rapidamente a energia desses estados excitados e voltando a seguir ao estado
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fundamental, transformando o excesso de energia em calor.

Um outro importante mecanismo utilizado na dissipagao do excesso de energia no
sistema de pigmentos é o chamado ciclo das xantofilas. Sob alta intensidade de luz,
enzimas convertem o carotendide violaxantina em zeaxantina, um outro carotendide. Esse
processo de conversao é conhecido como desepoxidase, e ocorre a medida que o pH na
regiao dos tilacéides se torna acido. A funcionalidade dessa conversao nao é bem conhecida
até hoje, mas trabalha-se com a hipdtese de a molécula de violaxantina apresentar uma
energia de estado excitado acima do nivel energético excitado da clorofila, agindo como
doadora de energia, enquanto que a zeaxantina teria um nivel excitado pouco abaixo do
nivel da clorofila, agindo como dissipadora do estado excitado e posteriormente sofrendo
desexcitagao térmica.

Ha também alteragoes fisiologicas que reduzem os riscos de danos em alta luminosi-
dade. Geralmente estas alteracoes sao lentas, demorando dias para se pronunciarem de
forma a alterar a morfologia da folha. Entre estas, os cloroplastos podem deslocar-se de
um lado ao outro da célula, num movimento denominado ciclose. A orientagao da folha
pode ser alterada de tal forma que ela se alinhe paralelamente (perpendicularmente) & in-
cidéncia dos raios solares, e assim absorver menos (mais) luz. H4 também, eventualmente,

alteracao da expressao génica, com sintese de diferentes pigmentos.

3.2 Diferencas anatomicas entre folhas de sol e de
sombra

Os vegetais superiores tém a capacidade de sobreviver tanto em ambientes com alta
intensidade de luz como em ambientes com baixa intensidade, apresentando em cada
caso caracterfsticas anatomicas contrastantes. E constatado, por exemplo, que plantas
crescidas em baixas intensidades de luz apresentam um nimero maior de clorofilas por

centro de reagao, tém uma razao maior de clorofila b por clorofila a, e normalmente suas
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folhas sao mais finas que as folhas de plantas adaptadas a altas intensidades de luz. Além
disso, plantas crescidas sob altas intensidades luminosas possuem mais RuBisCO, enzima
vital no ciclo de Calvin, e presenca constante de componentes responsaveis pelo ciclo das
xantofilas.

H& também uma diferenca na quantidade de pigmentos encontrados nas folhas. Plan-
tas adaptadas a altos niveis de luminosidade apresentam uma camada de cuticula mais
espessa que as plantas adaptadas a baixas intensidades luminosas. Por outro lado, estas
ultimas apresentam maior quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofilas, carotenéides)
que as primeiras, adquirindo assim uma cor verde mais acentuada devida a presenca de
clorofilas, que possuem um coeficiente de reflexao alto nessa regiao de comprimentos de
onda. Esse aspecto pode ser comprovado na figura 3.2, que mostra duas plantas de tabaco
submetidas a diferentes condig¢oes de luminosidade. Pode-se notar que a planta de sol,
cultivada em ambiente com maior irradiancia (lado esquerdo na figura), é ligeiramente

mais clara que a planta de sombra (lado direito da figura).

Sol\ Sombra

Figura 3.2: Foto comparativa de uma planta de tabaco cultivada no sol (esquerda) com

outra cultivada na sombra (direita).

Todas as diferencas relacionadas com a morfologia das folhas citadas acima podem
ser evidenciadas em andlise por microscopia éptica. As figuras 3.3 e 3.4 mostram fotomi-

crografias da secao transversal da regiao internervural de uma folha, para duas plantas
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de tabaco (sol e sombra, respectivamente). As fotos foram feitas num microscépio éptico
com aumento de 10x1 (fotos da esquerda) e 40x1,6 (fotos da direita). E possivel notar,
nas fotos com menor aumento, uma maior concentragao de células (e, conseqiientemente,

de cloroplastos) no parénquima pali¢ddico para as plantas de sombra.

Figura 3.3: Fotomicrografias da secao transversal de uma folha de tabaco cultivada no

sol. Aumentos de 10x1 (esquerda) e 40x1,6 (direita).

Figura 3.4: Fotomicrografias da secao transversal de uma folha de tabaco cultivada na

sombra. Aumentos de 10x1 (esquerda) e 40x1,6 (direita).

No caso das plantas Zeyheria, embora as espécies Zeyheria tuberculosa (floresta) e

Zeyheria digitalis (cerrado) pertencam ao mesmo género, diferem bastante quanto as suas
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Figura 3.5: Fotomicrografia da segao transversal de uma folha de Zeyheria digitalis (es-

querda) e Zeyheria tuberculosa (direita). Aumento de 20x1.

estruturas. No entanto, como mostra a figura 3.5, a espécie Zeyheria digitalis apresenta
uma morfologia tipica de plantas de sol enquanto a Zeyheria tuberculosa se assemelha a
plantas de sombra, sendo estas caracteristicas préprias da origem das plantas, uma vez
que foram cultivadas sob as mesmas condi¢oes ambientais.

Todas essas diferencas na morfologia e estrutura das folhas causadas pelos diferentes
niveis de iluminacao aos quais estas sao expostas refletem-se também em diferencas do
ponto de vista fisiolégico, alterando a taxa de atividade fotossintética. Plantas crescidas
sob diferentes intensidades de luz também diferem em relacao as taxas de respiracgao,
e essas diferencas alteram a relacao entre fotossintese e respiracao. Ao contrario das
plantas de sol, plantas crescidas em baixas intensidades de luz apresentam baixas taxas
respiratoria e de fotoinibicao, uma vez que é necessaria uma maior eficiéncia de conversao
de energia nestas plantas. Vejamos algumas diferencas na atividade fotossintética que

podem ser detectadas pela técnica fotoactstica.

3.3 Determinacao da energia armazenada

Conforme foi discutido no fim da secao 2.2.2, um dos motivos pelo qual o CO, cap-

turado nao é detectado pelo microfone deve-se ao fato de seu coeficiente de difusao e da
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permeabilidade da membrana ao CO, serem relativamente baixos?. Assim, mesmo em
baixas freqiiéncias de modulagao (dezenas de Hz) sua absorcao se dé de forma continua.

O mesmo fenomeno ¢é verificado com o Oy, mas neste caso a freqiiéncia de corte é
mais elevada (algumas centenas de Hz). Assim, modulando a luz em altas freqiiéncias,
é possivel eliminar completamente a componente fotobarica do sinal fotoactstico. Logo,
o sinal resultante passa a ser puramente fototérmico, e este é proporcional a energia
absorvida que é transformada em calor na folha. Se nestas circunstancias a luz continua
de saturacao for adicionada, o sinal fotoactstico sofre um aumento, que é denominado de
efeito positivo. Isto ocorre porque, uma vez que a fotossintese foi saturada, qualquer
acréscimo de energia absorvida serd convertido em calor ou fluorescéncia, pois a via de
reacao fotoquimica ja foi suprimida. Este acréscimo no sinal fototérmico assim observado
expressa (é proporcional a) a energia armazenada nas reagoes fotoquimicas. A figura 3.6
ilustra um experimento de efeito positivo obtido para uma folha de tabaco cultivada na
sombra. Para encontrar a freqiiéncia de corte, a partir da qual a componente fotobarica
do sinal nao é mais observada, variamos a freqiiéncia de modulagao entre 250 e 450 Hz, e
vimos que a partir de 350 Hz o efeito positivo medido foi o mesmo, sendo esta freqiiéncia
portanto uma boa escolha para medidas de efeito positivo.

A partir de medidas de efeito positivo podemos obter dados da perda fotoquimica na
folha, isto é, a quantidade de energia incidente que é armazenada como energia quimica.
Este armazenamento diminui a quantidade de luz absorvida que é transformada em calor.
Vimos que a taxa de energia quimica armazenada R, para uma dada intensidade de luz
absorvida, é dada pela equacao 3.1. Logo, o efeito positivo pode ser quantificado e escrito

CO1mo.
PA,—~PA_ R a

EP = — =
PA, I 1+1/L,

. 50 2.9, . . - o \
2Como dito na secdo 2.2.2, o principal motivo de nio detectarmos a contribuicdo do CO; para o
sinal fotoacustico deve-se as baixas constantes de reacao pelas quais o processo fotossintético passa até a

utilizacao deste gas no ciclo.
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Figura 3.6: Exemplo de efeito positivo numa folha de tabaco de sombra. A freqiiéncia de
modulagao foi de 350 Hz, a intensidade de luz modulada foi de 39 W/m? e a intensidade
da luz continua foi de 430 W/m? (ligado = luz continua ligada; desligado = luz continua

desligada).

% = é(1+[/[1/2) (3.2)

Nota-se, da equagao 3.2, que a dependéncia de (1/EP) com a intensidade da luz
incidente [ é linear, e que no limite de intensidade zero tem valor (1/a). Logo, pode-se
determinar a perda fotoquimica na folha calculando a energia armazenada para diferentes
intensidades de luz incidente, de acordo com a equagao 3.2.

Para realizar este tipo de medida, utilizamos a configuracao experimental descrita
na secao 2.3.1. No entanto, na tentativa de encontrar um valor absoluto para a energia
armazenada utilizando a célula aberta, é necessario adotarmos um procedimento de nor-
malizacao para compensar o sinal fotoacustico devido a absorcao de luz pela membrana

de eletreto do microfone da OPC [30]. Uma outra op¢ao ¢ utilizar uma célula fotoacustica

com outro microfone como detector. Para tal, utilizamos a célula fotoacustica aberta da
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figura 2.3.

A figura 3.7 mostra o resultado de medidas feitas em folhas de tabaco, onde (1/EP) é
determinado para diferentes intensidades de luz modulada. O ajuste linear pelo método
dos minimos quadrados permite determinar o coeficiente linear da curva e, conseqiiente-
mente, a perda fotoquimica a. Os valores obtidos® para esta grandeza foram (18 £ 5)%
para plantas de sol e (29 4 6)% para plantas de sombra, mostrando que as plantas de sol
apresentam uma menor eficiéncia no armazenamento de energia quimica que plantas de
sombra, quando submetidas a baixos niveis de irradiancia. Medidas de efeito positivo em

plantas Zeyheria nao foram realizadas.
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Figura 3.7: Inverso do efeito positivo em funcao da intensidade de luz modulada para
uma folha de tabaco de sol (esquerda) e sombra (direita). A freqiiéncia de modulagao foi
de 350 Hz, o laser de diodo foi utilizado como fonte de luz modulada e a intensidade da
luz de saturacao foi de 430 W/m?. As barras de erro representam os desvios em relagio

as medidas feitas em 7 folhas, de 5 plantas diferentes.

30s erros devem-se aos desvios em relacio as medidas feitas nas diferentes folhas, em diferentes plantas.
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3.4 Curvas de inducao fotossintética

Quando a planta fica no escuro por longo periodo (tipicamente acima de 2 horas),
seus centros de reacao fotossintética ficam desativados, de forma que imediatamente apdos
a reincidéncia de luz, nao se verifica liberacao de oxigénio. Nesta situagao o sinal fo-
toacustico é formado exclusivamente pelo seu componente fototérmico. A medida que o
tempo passa, a producao de oxigénio ¢é iniciada e vai aumentando até atingir uma taxa
estdvel (estado estaciondrio)?. A curva da taxa de oxigénio produzido em fungao do tempo
é chamada de curva de indugao fotossintética. O tempo deste transiente estd relacionado
com a capacidade da planta de reorganizar seu sistema fotossintético na presenca de luz
(reac@o auto-catalitica). Esta reorganizacao depende da disponibilidade de compostos
metabdlicos previamente sintetizados, e varia de acordo com a morfologia da planta.

De acordo com Silva et al. [29], a indugao fotossintética da folha pode ser ajustada de
acordo com a curva logistica

o(t—to)/At

S = S0+ AS T

(3.3)

onde Sy é o valor inicial do sinal fotoacustico, AS é a diferenga entre o sinal do nivel
estacionério e o sinal inicial Sy, to é o valor para o qual (S — Sp)/S = 0,5, enquanto At
estd relacionado com o grau de inclinagao da curva entre Sy e S.

A figura 3.8 mostra as curvas de indugao fotossintética obtidas para uma planta de
tabaco cultivada no sol e outra na sombra, respectivamente. As medidas foram realizadas
com o laser de diodo, na freqtiéncia de modulacao f = 17 Hz. Antes do inicio das medidas,
as plantas foram mantidas no escuro por um periodo de 2 horas. Esse valor foi escolhido
devido ao fato de que a curva de inducao nao se alterou para periodos superiores a este,
mostrando que os centros de reacao fotossintética das folhas estavam desativados ja nesse

tempo.

4F valido lembrar que, nesta situacio, devemos fazer medidas com freqiiéncias de modulacéo na regido

de dezenas de Hz, para que acompanhemos a produgao de oxigénio.
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Figura 3.8: Exemplo da curva de indugao fotossintética para uma folha de tabaco cultivada
no sol (esquerda) e na sombra (direita). Os simbolos sdo pontos experimentais, enquanto

a curva solida representa o ajuste da inducao fotossintética a partir da equagao 3.3.

As curvas de inducao para duas plantas Zeyheria sao mostradas na figura 3.9. As
medidas foram realizadas em f = 17 Hz, em A = 680 nm (lampada de Xendnio e
monocromador). O tempo de adaptagao ao escuro foi de 4 horas nos dois casos.

Analisando as curvas, nota-se que plantas de baixas intensidades luminosas levam um
tempo menor para atingir o nivel estacionario que plantas de altas intensidades. Este
resultado é natural, uma vez que as medidas sao feitas em baixa intensidade de luz,
condicao natural para as plantas de sombra. Também é possivel observar a presenca de
um transiente rapido logo no inicio para os dois tipos de folhas. Este deve-se a uma
possivel evolucao de Oy mais acentuada em virtude de um rapido consumo de metabdlitos
na presenca de luz, depois de algum tempo no escuro, e é visto em varios tipos de plantas,

como a ervilha e o feijao-vargem, por exemplo [36].
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Figura 3.9: Exemplo da curva de inducao fotossintética para uma folha de Zeyheria
digitalis (esquerda) e outra de Zeyheria tuberculosa (direita). Os simbolos sdo pontos
experimentais, enquanto a curva solida representa o ajuste da inducao fotossintética a

partir da equacao 3.3.

Podemos ainda analisar os resultados obtidos pelo ajuste da curva de acordo com a
equacao 3.3. A tabela 3.1 mostra os resultados obtidos para todos os tipos de planta

medidos. No caso das plantas Zeyheria, o ajuste foi feito desprezando-se o transiente

Planta So(uV) | AS(uV) | t0.10%(s) | At.10(s)

Plantas de sol
Tabaco 214+7 | 100+ 3 17+ 2 15,740,4
Zeyheria digitalis HEb | 45+9 |6,5£0,2 18+1

Plantas de sombra

Tabaco 19+4 | 56+£9 12+3 8+2
Zeyheria tuberculosa | 48 +£5 277 [4,04+0,3 10£1

Tabela 3.1: Dados obtidos pelo ajuste da curva de inducao fotossintética. O erro repre-
senta o desvio com relagdo a média para 10 (6) medidas, num total de 6 (3) plantas de

tabaco (Zeyheria) utilizadas.
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rapido. Os resultados dos ajustes mostram nao s6 que plantas de sol demoram um tempo
maior para atingir o estado estacionario, mas que a inclinagao da curva é maior em plantas

de sombra (menor At).

3.5 Estudo da componente fotobarica e o efeito de
fotoinibicao

Em baixas freqiiéncias de modulagao, partindo-se da situagao em que se tem apenas luz
modulada (e, portanto, ambas as componentes do sinal), ao adicionarmos luz continua de
saturacao eliminamos a componente fotobarica, de forma que o sinal resultante diminui.
Esta queda no sinal é chamada de efeito negativo. Através deste tipo de experimento
pode-se avaliar a quantidade do sinal fotoactstico que se deve a componente fotobdrica.

Quantitativamente, na presenca de luz modulada de baixa intensidade, o sinal fo-

toacustico é dado por
Smod = Aej(d)—i_wf) = Sterm + Soacig = Atermej((ﬁte”n—i_ww + Aoacigej((bomg—i_wﬂ (34)

onde A representa a amplitude da onda e ¢ a fase do sinal térmico ou de oxigénio. Com
a incidencia simultanea de luz modulada e de luz continua de saturacao, nao se observa a
componente fotobarica, ou seja, o tinico sinal neste caso ¢ o sinal fototérmico. No entanto,
vimos na secao 3.3 que a presenca dessa luz continua provoca um aumento da componente

fototérmica, de tal forma que, neste caso, o sinal resultante pode ser escrito como

’ , ot
= — o Twit
Scont+mod = Sterm = Atermej(d)te”” ) (35)

~ / ,
No entanto, a relacao entre S,,,,, € Sierm € dada por

erm

/
Sterm

= (1 + EP)Sterm (36)

onde EP=EP(I) é a energia armazenada na folha e pode ser encontrada pelo experimento

de efeito positivo, descrito anteriormente, para uma dada intensidade de luz modulada.
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Vale a pena notar que, em relacao a fase do sinal térmico, (b;erm = Qterm, UMa vez que
EP é real e depende apenas das amplitudes dos sinais com e sem luz de saturagao.
Assim, o sinal devido & componente fotobarica na folha pode ser obtido através da
subtracao do sinal estacionario pelo sinal fototérmico, dado pelo valor da curva na presenca
de luz de saturacao, e corrigido pelo aumento relativo obtido pelos experimentos de efeito
positivo. No entanto, cabe ressaltar o fato de que a amplitude da componente fotobarica
nas diferentes plantas nao devem ser comparadas, uma vez que suas morfologias sao
diferentes, como visto na secao 3.2. Assim, 1 uV', por exemplo, nao representa a mesma
taxa de Oy evoluido em plantas de sol e sombra, pois o sinal na OPC deve-se a variacao
de pressao na parte traseira da folha, e portanto o caminho que a onda tem que percorrer
¢ diferente nos dois casos. Esta discussao serd abordada com mais detalhes na secao 4.1.
Uma vez que a planta estd em franca atividade fotossintética, ou seja, a partir do
momento em que o estado estacionério é atingido, podemos estudar a influéncia de fatores
externos, como o nivel de irradiancia, por exemplo. O excesso de radiacao produz radicais
livres nocivos a prépria fotossintese, fazendo com que a taxa de atividade fotossintética
seja reduzida. Este é o chamado efeito de fotoinibigao, fazendo com que a amplitude
do sinal seja menor que aquela de antes da aplicacao da luz de saturagao. Da comparacao
dos niveis de sinal antes e apds o efeito negativo podemos avaliar o efeito de fotoinibicao,
e tirar conclusoes sobre a capacidade da folha de dissipar o excesso de energia luminosa

incidente.

3.5.1 Medidas em plantas de tabaco

As figuras 3.10 e 3.11 mostram resultados de medidas de efeito negativo e fotoinibi¢ao
em folhas de tabaco cultivadas no sol e na sombra, respectivamente. O laser de diodo
foi utilizado como fonte de luz modulada, na freqiiéncia de f = 17 Hz. A intensidade
de saturagao para obtengao de efeito negativo foi de 430 ¥W/m?, enquanto o tempo de

iluminacao foi de 15 minutos em ambos os casos. A mudanca de fase durante o periodo
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Figura 3.10: Amplitude (esquerda) e fase (direita) do efeito negativo e fotoinibigao para
uma folha de tabaco cultivada no sol. As retas em azul representam, para esta folha, os
valores do sinal estaciondrio (e), térmico (t) e de fotoinibigao, apés ser desligada a luz de

saturagao (f).
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Figura 3.11: Amplitude (esquerda) e fase (direita) do efeito negativo e fotoinibigdo para
uma folha de tabaco cultivada na sombra. As retas em azul representam, para esta folha,
os valores do sinal estaciondrio (e), térmico (t) e de fotoinibi¢ao, apés ser desligada a luz

de saturagao (f).
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em que a luz de saturagao estd ligada indica uma mudanca da fonte do sinal fotoacustico
(do sinal térmico + O, para o sinal puramente térmico).

Os resultados encontrados para as plantas de tabaco estao resumidos na tabela 3.2,
que mostra as amplitudes dos sinais estacionario (mostrada como a reta denominada e
na figura 3.10, para o caso de uma folha) e térmico (reta t) - este ultimo ja corrigido
pelo efeito positivo -, a amplitude correspondente a componente fotobarica (antes da
fotoinibigao) e a fragao de evolugao de O, reduzida apés a incidéncia da luz de saturagao
(taxa de fotoinibigao). Para calcular a taxa de fotoinibigao, utilizamos como referéncia o
sinal de O, logo apés a luz de saturagao ser desligada (reta f), de forma que

Sinal de O, depois de desligar a lampada de saturagao

tx. fotoinibigao = (3.7)

Sinal de O, antes de ligar a lampada de saturacao

Os resultados mostram que plantas de sombra sao mais sensiveis a alta incidéncia de
luz, o que é esperado, uma vez que as plantas de sol possuem um mecanismo de dissipagao
de energia mais eficiente que plantas de sombra, tendendo a voltar ao nivel estacionario
mais rapidamente. Isto ocorre devido ao fato de plantas de sol estarem adaptadas a niveis

de luminosidade maiores que plantas de sombra.

Condicao de | Aeye | AS27 | Sinal de Taxa de
luminosidade | (uV) | (uV) | Oy (V') | Fotoinibigao (%)
Sol 127£5 1263 | 10149 10+4

Sombra 80£7 [224+2] 58+9 22+5

Tabela 3.2: Valores obtidos para o sinal fotobarico e fotoinibicao em plantas de tabaco.
O erro representa o desvio com relagao a média para 8 medidas, num total de 6 plantas

utilizadas.

No entanto, é possivel notar uma grande diferenca no comportamento das plantas
alguns minutos apos desligarmos a luz de saturacao. Enquanto plantas de sombra apre-
sentam uma liberacao de oxigénio menor que aquela obtida anteriormente, de forma cons-

tante, o sinal fotoactustico em plantas de sol atinge um certo valor e decresce de forma
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rapida, retornando praticamente a mesma amplitude do sinal térmico. Depois de um
certo tempo o sinal cresce lentamente, até atingir um valor consideravel, embora menor

que o sinal estacionério registrado antes da incidéncia de luz de saturacao.

3.5.2 Analise da curva de fotoinibicao em plantas de tabaco

Para entender os diferentes comportamentos apds a saturacao fotossintética das plantas
de tabaco, acompanhamos a curva de evolugao de O no tempo. Do efeito negativo obtido
nas figuras 3.10 e 3.11 é possivel obter a componente fototérmica e, através da subtragao
complexa do sinal total por esta componente, obtemos a componente fotobarica do sinal
fotoacustico. Os resultados sao mostrados nas figuras 3.12 e 3.13. Nestas figuras, os
pontos correspondentes a fase durante o efeito negativo foram retirados dos gréaficos, uma

vez que o sinal de oxigénio vai a zero e a fase torna-se aleatoéria.
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Figura 3.12: Amplitude (esquerda) e fase (direita) da componente fotobérica para uma

folha de tabaco cultivada no sol.

O comportamento da fase do sinal fotobarico nas plantas de sol pode indicar o que estéa
ocorrendo a partir de ¢ > 1500 s. Sabe-se que uma mudanca de 180° pode ser devida a

processos de absor¢ao de oxigeénio [37], considerando as condigbes das medidas (freqiiéncia
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Figura 3.13: Amplitude (esquerda) e fase (direita) da componente fotobérica para uma

folha de tabaco cultivada na sombra.

de modulagao de 17 Hz, condigbes atmosféricas normais). E possivel notar uma mudanca
de fase da ordem de 135° na figura 3.12, o que indica uma eventual competicao entre
evolucao e absorcao de Oy apds os 15 minutos da presenca de luz de saturacao.

Do ponto de vista fisioldgico, esse consumo de oxigénio pode ser devido a respiracao do
cloroplasto. No entanto, esta acontece o tempo inteiro, e os motivos pelos quais esta res-
piracdo seria detectada somente apds a fotoinibigao (caso a hipétese fosse verdadeira) nao
sao claros. Outra possibilidade seria que, ao expor as plantas a alta intensidade luminosa,
haveria um aumento no estado de reducao das membranas do tilacéide, e com isso, algum
oxigénio seria consumido para a producao de peréxidos de hidrogénio e superéxidos®. No
entanto, provavelmente este efeito deve-se a fotorrespiragao das folhas, funcionando como
uma “valvula de escape” para os elétrons que estao em excesso nos tilacéides. Como
visto na secao 3.2, a literatura mostra que plantas de sol apresentam maior atividade fo-
torrespiratéria devido ao alto “custo” de funcionamento dessas plantas [3, 4]. Neste caso,

estarfamos vendo uma competicao entre fotossintese e fotorrespiracao apds uma alta in-

5Embora isto seja um processo que deveria ocorrer, em sua maior parte, durante a aplicacdo da luz

de saturagao, e tal efeito apds a saturacao fotossintética nao deveria ser tao significante.
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cidéncia de luz. Um outro fator importante que pode ratificar esta ultima hipdtese é que
a producao de Oy de forma continua contribui para o aumento da concentragao deste gas,
favorecendo a fotorrespiragao (vide segao 1.5).

Uma outra caracteristica da fotoinibicao apresentada por essas plantas é que o pro-
cesso de competigao entre absorcao e evolugao de O, da-se apds um longo periodo de forte
iluminagao saturante. A figura 3.14 mostra experimentos de efeito negativo utilizando
trés diferentes tempos de exposicao a luz: 45 segundos, 1 minuto e 15 minutos, respec-
tivamente. A queda do sinal e sua conseqiiente reabilitacdo da-se apenas para o maior
periodo de tempo, mostrando que este efeito nao ocorre para pequenos intervalos de forte
iluminacao. Nota-se essa mesma caracteristica em plantas de sombra, sendo necessario

um tempo de aproximadamente 15 minutos para verificar o efeito de fotoinibicao. Cabe
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Figura 3.14: Efeito negativo numa folha de tabaco adaptada ao sol, para trés diferentes

tempos de exposicao a luz de saturacao.

ressaltar que a amplitude do sinal estacionario da figura 3.14 é relativamente baixo, se
comparado com a mesma amplitude apresentadas pelas plantas de sol (tabela 3.2). Isto

deve-se ao fato desta medida ter sido realizada apdés um longo periodo de experimentos,
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ficando a planta submetida a um alto grau de stress, além de algumas semanas mais velha,

o que contribui para a diminuicao do sinal de Os.

3.5.3 Medidas em plantas Zeyheria

As figuras 3.15 e 3.16 mostram os resultados de efeito negativo e fotoinibicao em
folhas das espécies Zeyheria digitalis e Zeyheria tuberculosa, respectivamente. Nesses
experimentos, utilizamos a lampada de arco de Xenonio como fonte de luz, com o compri-
mento de onda fixo em A = 680 nm (selecionado pelo monocromador). A luz foi modulada
em f =17 Hz. A intensidade da luz de saturagao foi de aproximadamente 700 W/m?,

durante 15 minutos continuos.
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Figura 3.15: Exemplo da curva de efeito negativo e fotoinibicao para uma folha de Zeyheria

digitalis.
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Figura 3.16: Exemplo da curva de efeito negativo e fotoinibi¢ao para uma folha de Zeyheria

tuberculosa.

Nesses experimentos, é possivel notar que apds os 15 minutos de exposicao da folha
a forte irradiancia, a amplitude do sinal fotoactstico é menor que aquela de antes da
aplicacao da luz de saturacao. No entanto, este efeito é maior em plantas de sombra,
mostrando uma maior sensibilidade destas a altas intensidades luminosas. Os valores

medidos e determinados sao apresentados na tabela 3.3.

Espécie Aecst Ayerm | Sinal de Taxa de
(V) | (uV) | Oy (uV) | Fotoinibigao (%)
Zeyheria digitalis 11944 | 11+£6 | 1077 15+5
Zeyheria tuberculosa | 74+7 | 164+5 | 59+9 23 +4

Tabela 3.3: Valores obtidos para o sinal fotobérico e fotoinibicao em plantas Zeyheria.
O erro representa o desvio com relacao a média para 5 medidas, num total de 3 plantas

utilizadas.



Capitulo 4

Espectroscopia fotoactstica

Como mencionado na se¢ao 2.2.1, a técnica fotoacustica é particularmente apropriada
para a obtencao de espectros de absorcao de amostras altamente espalhadoras de luz. Este
é o caso das folhas vegetais. Outra vantagem da técnica é a sua capacidade de discriminar
a profundidade em que a absorcao de luz ocorreu, permitindo assim a obtencao do perfil
de profundidade da amostra no caso dela ter uma distribuicao do coeficiente de absor¢ao
Optica ao longo da espessura.

Vimos que, para amostras opticamente transparentes e termicamente grossas, o sinal
fotoacustico na OPC é proporcional a transmitancia da amostra, e é dado pela equacao

2.10, que pode ser simplificada por

Iy ko [ om\ cosh(lyom) g
Voo = Vi G20 g s (@m ) 7 COSUmTm) gy, jur 4.1
orc ox Tolgagksasﬁ [ (Oés ) sinh(l;,0) ©c 1)

O sinal com incidéncia direta na membrana (equivalente a assumir #; = 0 na equagao

2.9, e §=0) é dado por

Iy ks ( am\"? cosh(lno )
Vo =VivG—M /=5 [ A mrmy jwt 4.9
D= VX e T (a) sinh(lpom) (4.2)
Se dividirmos a equacao 4.1 pela equacao 4.2, o resultado sera
Vi
Vy = —28C = ¢l (4.3)
Vb

o8



29

cujo unico parametro que varia com o comprimento de onda é o coeficiente de absorc¢ao
Optica da amostra, 3. Desta forma, espectros fotoacusticos podem ser facilmente obtidos
adotando esse procedimento de normalizacgao.

O espectro de incidéncia direta na membrana pode ser medido usando uma lamina de
vidro como amostra, por exemplo, uma vez que esta transmite de forma aproximadamente
continua na regiao 400-800 nm (caso de nosso interesse) e tem baixo coeficiente de absor¢ao
Optica. A figura 4.1 mostra o espectro tipico de um sinal de incidéncia direta, obtida
com uma lamina de vidro, utilizando uma freqiiéncia de modulacao de 17 Hz. Esta
freqiiéncia foi fixa em todos os experimentos de espectroscopia. O espectro é equivalente
ao espectro de emissao da lampada de arco de Xenonio apds passar pelos elementos épticos

da montagem.
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Figura 4.1: Espectro fotoacustico obtido com incidéncia direta na membrana da OPC,

utilizado para normalizar os espectros das folhas.

A figura 4.2 mostra um espectro fotoacustico tipico obtido para folhas vegetais na
OPC. E possivel notar a presenca de um baixo sinal de transmissao na regiao entre 400 e

500 nm, além de um vale entre 650 e 700 nm, devido aos picos de absorcao dos carotenos
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e das clorofilas, respectivamente.
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Figura 4.2: Espectro fotoacustico de uma folha de tabaco obtido com a OPC.

A fim de entender melhor este tipo de espectro, é necessario lembrar que, no caso de
folhas vegetais, temos dois tipos de contribuigao para o sinal fotoacustico. Logo, torna-se
fundamental separar as duas componentes para, a partir dai, fazermos uma analise do

oxigenio liberado em cada comprimento de onda.

4.1 Espectros de acao

Ao subtrairmos o espectro realizado na presenca de luz continua saturante do espec-
tro realizado sem esta, obteremos um espectro proporcional apenas a contribuicao de O,
liberado. A curva que representa a atividade fotossintética em func¢ao do comprimento
de onda da luz incidente dé-se o nome de espectro de acdo. A mesma pode ser obtida
de diversas maneiras. Geralmente, esse tipo de espectro é feito através de medidas de
absorgao de CO, [38]. Com a técnica fotoactstica, R. Carpentier et al. utilizaram inibi-

dores de fotossintese e determinaram o espectro de agao através de medidas de energia
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armazenada [39]. K. Veeranjaneyulu et al. usaram medidas de efeito positivo para obter
espectros semelhantes [40]. No entanto, ndo encontramos na literatura espectros de agao
obtidos através de medidas fotoacusticas de evolucao de oxigénio. Ha uma grande van-
tagem nesta metodologia, uma vez que nossos experimentos sao realizados in vivo e in
situ, preservando a folha (método nao-invasivo) e com baixas freqiiéncias de modulagao
(maior razao sinal/ruido). Além disto, ndo requer o uso de componentes extras, como
inibidores fotossintéticos.

Determinamos os espectros de agao tanto para as plantas de tabaco como para as
plantas Zeyheria. Nos espectros com luz de saturacao, a intensidade desta foi de 430
W/m? (para as plantas de tabaco) ou 700 W/m? (para as plantas Zeyheria). Na figura
4.3 podemos ver o espectro fotoacustico de folhas de tabaco cultivadas no sol (esquerda) e

na sombra (direita), sem a presenca de luz de saturagao e na presenca desta. Os espectros
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Figura 4.3: Espectros fotoacisticos em folhas de tabaco cultivadas no sol (esquerda) e na
sombra (direita), na auséncia de luz continua de saturagdo (curvas A) e com a presenga

desta (curvas B).

de agdo obtidos para as plantas de tabaco (sol e sombra) podem ser vistos na figura 4.4.
As curvas referentes ao espectro de acao representam a média das curvas obtidas em cada

uma das repeticoes de diferentes folhas. No entanto, cabe ressaltar que a forma das curvas
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obtidas para cada planta nao variou significativamente da média das curvas.
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Figura 4.4: Espectros de oxigénio em plantas de tabaco de sol (L) e de sombra (S), obtidos

a partir dos espectros da figura 4.3.

Para confirmarmos o fato de que o que estamos obtendo corresponde a evolucao de
O,, podemos realizar medidas de efeito negativo em diferentes comprimentos de onda e,
a partir dai, determinar a amplitude do sinal fotobarico. A figura 4.5 mostra resultados
de medidas de efeito negativo em plantas Zeyheria tuberculosa, em trés comprimentos de
onda distintos: 520 nm, regiao onde ha pouca absorcao dos pigmentos; 480 nm, regiao de
absorc¢ao dos carotenos e clorofilas; e 680 nm. Os resultados mostram que mais de 80%
do sinal fotoacustico deve-se a contribuicao de O, quando se incide luz com comprimento
de onda A = 680 nm, enquanto que este valor é inferior a 50% no caso de A = 520 nm,
demonstrando que a atividade fotossintética da folha depende do comprimento de onda
da luz incidente, como era de se esperar. A contribuicao da componente fotobarica em A

= 480 nm é aproximadamente 66%.
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Figura 4.5: Medidas de efeito negativo obtidos para a planta de floresta Zeyheria tuber-

culosa em trés comprimentos de onda diferentes.

A figura 4.6 mostra os espectros de acao, obtidos da mesma forma que os espectros
de acdo para as plantas de tabaco, para plantas Zeyhera do cerrado (C) e da floresta (F).
Nos espectros feitos com a presencga da luz de satura¢ao (ndo mostrados para esta planta),
a intensidade da luz de saturagao foi de 700 W/m?. Mais uma vez, cada curva representa
a média das curvas obtidas para cada planta.

Os simbolos na figura 4.6 representam o valor do efeito negativo obtido na figura 4.5,
normalizado pelo sinal da intensidade de emissao da lampada em cada comprimento de
onda (figura 4.1). A concordéancia entre estes e o espectro da planta da floresta mostra
que esta tultima corrobora o fato de ambos corresponderem a evolugao de Oy, embora a
curva sélida nao representa somente a planta na qual foram feitas as medidas de efeito
negativo.

E possivel notar que o espectro de oxigénio para as folhas de sol tém maior amplitude
que os correspondentes para as folhas de sombra. Em particular, o espectro de agao para

a planta do cerrado é aproximadamente o dobro do espectro para a planta da floresta.
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Figura 4.6: Espectros de oxigénio em plantas Zeyheria digitalis (C) e Zeyheria tuber-
culosa (F). Os simbolos representam o efeito negativo da figura 4.5 normalizado pelas

intensidades de emissao da lampada de Xenonio.

No entanto, aqui também temos que levar em consideracao o fato do sinal na OPC ser
proporcional as variacoes de pressao na parte traseira da amostra. Assim, nestas medidas
a superficie adaxial é iluminada enquanto a superficie abaxial, que nao ¢é iluminada, esta
em contato com a camara fotoacustica. Logo, o caminho que as ondas térmicas e de
concentracao de oxigénio tém que percorrer nao é o mesmo para os diferentes tipos de
plantas.

Nas fotomicrografias da secao 3.2, pode-se notar que folhas de sol apresentam uma
cuticula mais espessa e células do parénquima mais alongadas, fazendo com que a pro-
fundidade média dos pigmentos seja maior do que a da folha da planta de sombra. Esta
diferenca na distribuicao espacial dos pigmentos explica o fato da amplitude do sinal
ser maior em plantas do cerrado, uma vez que o caminho médio a ser percorrido até a

superficie abaxial é menor nestas plantas.
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Para se ter uma idéia comparativa entre os métodos, a figura 4.7 mostra espectros de
acao para diferentes espécies de plantas de cultivo (milho, ervilha, feijao, etc.) obtidos
a partir de medidas de absor¢ao de C'O, [4]. Comparando os espectros desta figura com
as curvas obtidas acima (figuras 4.4 e 4.6), vemos que estas tém excelente concordancia,
mesmo sendo obtidas por diferentes métodos. E possivel notar que todas as espécies
mostram um pico principal préoximo a 680 nm e uma banda entre 400 e 500 nm. Ambos
sao resultantes da absorcao de luz pelas clorofilas e carotendides, respectivamente. Apesar
de um certo padrao, ha diferencas nos espectros de acao de diferentes plantas, e mesmo

em plantas da mesma espécie cultivadas sob diferentes intensidades luminosas.

Atividade Fotossintética
[

] 1 |

] 1 |
500 600 700

comprimento de onda (nm)

|
400

Figura 4.7: Espectros de agao para diferentes tipos de plantas obtidos através de medidas

de absorgao de CO, (extraido da referéncia [4]).



Capitulo 5

Conclusao e perspectivas

O trabalho desenvolvido mostrou que ha diferencas nao sé6 morfolégicas, mas também
fisiolégicas, em plantas da mesma espécie crescidas sob diferentes graus de luminosidades,
assim como em plantas congenéricas de biomas bastante contrastantes (cerrado e mata
atlantica). Essas diferengas sdo conhecidas da literatura, e nosso projeto mostra que as
mesmas podem ser evidenciadas pela fotoactstica, comprovando a eficacia dessa técnica
no estudo da fotossintese.

As fotomicrografias mostraram diferengas, ja esperadas, na secao transversal de folhas
de sol e de sombra. Vimos que folhas adaptadas a altos niveis de luminosidade apresentam
uma camada de cuticula mais espessa, enquanto folhas adaptadas a baixas intensidades
de luz tém uma maior concentracao de cloroplastos e, conseqiientemente, pigmentos fo-
tossintéticos (clorofilas e carotenos). Estas diferencas morfol6gicas induzem diferentes
respostas fisiolégicas em cada uma das plantas, alterando suas taxas respiratoria e fotos-
sintética.

Através de medidas de efeito positivo para diferentes intensidades de luz incidentes
pode-se determinar a energia armazenada nas folhas, mostrando a quantidade de ener-
gia luminosa absorvida que é convertida em energia quimica. Os resultados mostraram

que plantas adaptadas a ambientes de sombra armazenam energia quimica com maior

66
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eficiéncia que plantas de sol.

Ao provocarmos a desativacao dos centros de reacao fotossintéticos, mantendo as plan-
tas no escuro por um determinado tempo, foi possivel observar a curva de inducao. Neste
caso, plantas adaptadas a altos niveis de luminosidade demoraram um tempo maior para
atingir um estado estaciondrio de producao de oxigénio, indicando que as reacoes auto-
cataliticas do aparato fotossintético sao re-estabelecidas mais prontamente em plantas de
sombra.

Em relacao a exposicao da planta ao excesso de intensidade luminosa por um longo
periodo de tempo (15 minutos), durante os experimentos de efeito negativo, plantas adap-
tadas a baixas luminosidades provaram ser mais sensiveis a fotoinibicao, indicando uma
menor evolugao de Oy apods o excesso de luz saturante. Nesse estudo, também é possivel
destacar o comportamento das plantas de tabaco cultivadas no sol apds o efeito negativo,
que mostra uma queda acentuada na evolucao de oxigénio, com um posterior reesta-
belecimento de uma taxa estavel do sinal fotoactustico. A variacdo de 135° na fase da
componente fotobarica indica uma provavel competicao entre evolucao de Oy e algum
processo de absorcao, que pode ser devido ao efeito de fotorrespiracao nestas plantas,
funcionando como uma “valvula de escape” para o excesso de producao de NADPH e
ATP produzidos na fase fotoquimica. Plantas de tabaco cultivadas na sombra nao apre-
sentaram este efeito, e uma possivel causa é o fato de plantas de sombra fotorrespirarem
numa taxa consideravelmente menor, fazendo com que o excesso de luz provoque danos
no PSII e “freiando” a maquina fotossintética no inicio do ciclo. No entanto, estudos mais
aprofundados podem revelar com maior clareza essa diferenca observada.

Vimos também que é possivel medir espectros fotoacusticos de folhas com a OPC, po-
dendo separar a componente fototérmica da componente fotobdrica. Esta tltima fornece
a amplitude do sinal fotobarico para cada comprimento de onda, ou espectro de acao
das folhas. Até o nosso conhecimento, a obtencao de espetros de agao através de medi-

das de evolugao de oxigénio com a OPC é inédita na literatura. Esse método apresenta
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grandes vantagens, uma vez que é clara sua capacidade de realizar medidas in vivo e
in situ (preservando a folha), além de utilizar baixas freqiiéncias de modulagao (maior
razao sinal/ruido). O fato de ndo ser necessario nenhum agente externo, como o uso de
inibidores, por exemplo, também é um ganho para a realizacao deste tipo de medida.
Todos os resultados citados acima levam a outras duvidas e perguntas que podem
ser respondidas com um maior estudo e aplicagao da técnica fotoacustica neste tipo de
amostras. Por exemplo, podemos citar o estudo das propriedades estruturais das folhas a
partir da determinacao das propriedades de transporte de massa no processo fotossintético.
Vimos que a componente fotobarica do sinal fotoacustico depende de fatores associados
a ativagao do sistema fotossintético, como a intensidade luminosa, além da abundancia de
compostos que participam das reagoes. Sabemos também que a componente fotobarica
depende de fatores experimentais, como a freqiiéncia de modulacao, ou seja, para uma
folha em franca atividade fotossintética, o sinal fotobarico cai a medida que a freqiiéncia
de modulacdo aumenta (se¢ao 2.3.2). Isto se deve ao carater difusivo do transporte de Os
dos cloroplastos até os espacos intercelulares, governado pela diferenca de concentragao.
O transporte em regime oscilatério se caracteriza pela impedancia do meio, impedancia
esta ligada ao coeficiente de difusao de oxigénio no meio celular e pela permeabilidade das
membranas dos cloroplastos e das células. Esta impedéancia aumenta com a freqiiéncia
de modulacao, fazendo com que a amplitude do sinal caia, e ao mesmo tempo a de-
fasagem com relagao a incidéncia de luz aumente. Desta forma, a medida da fase em
funcao da freqiiéncia de modulacao pode ser usada para a determinagao dos parametros
de transporte de massa através do ajuste de curvas por um modelo que leve em conta
caracteristicas geométricas do sistema (cloroplasto + célula + espago intercelular) [41, 31].
A figura 5.1 mostra medidas preliminares da fase da componente fotobarica em fungao
da freqiiéncia de modulagao para folhas de tabaco cultivadas no sol e na sombra. A
inflexao das curvas estd associada a interferéncia das ondas de concentracao causada

pelas reflexoes das mesmas nas membranas. Nota-se que ha diferencas na inflexao em
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cada uma destas curvas, indicando que os parametros de difusao de massa nestas folhas

sao diferentes, como é esperado, uma vez que estas apresentam estruturas diferentes.
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Figura 5.1: Fase da componente fotobarica do sinal fotoactstico para plantas de tabaco

cultivadas no sol e na sombra, em funcao da freqiiéncia de modulacao incidente.

O interesse mais amplo do estudo de plantas de tabaco cultivadas em diferentes in-
tensidades de luz é na sua aplicagao em tabacos transgénicos, que recebem um gene da
ervilha. Tal gene é promotor da producao de proteinas associadas as clorofilas do sistema
de antenas, e resulta em um sistema coletor de luz mais eficiente na planta geneticamente
modificada. Esta maior capacidade de coleta de luz é vantajosa quando a planta estd su-
jeita a condicoes de irradiancia moderada. No entanto, o manuseio de plantas transgénicas
deve ser controlado, e assim estudos fotoactsticos com plantas modificadas sao possiveis,
porém devem ser feitos respeitando certas normas.

Com a utilizacao das plantas congenéricas Zeyheria, foi possivel comprovar que, além
das condicoes de crescimento, a procedéncia também afeta a fisiologia da folha, podendo

apresentar respostas fotossintéticas bastante diferentes. Um préximo passo seria estudar



70

a influéncia simultanea dos dois fatores citados. Medidas preliminares de espectroscopia
fotoacustica e dados de crescimento foram realizados num par de plantas congenéricas
crescidas em ambientes com diferentes niveis de luminosidade, mostrando que plantas
da floresta cultivadas no sol sao mais adaptativas que plantas do cerrado cultivadas na
sombra. Um estudo mais detalhado sobre esta combinagao de origens e condigoes de
crescimento diferentes, somados a dados de biomassa e estudos anatomicos sobre estas

plantas, também pode ser alvo de projetos futuros.
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