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1. INTRODUCAO

A investigacao do efeito de genes na estrutura e fi-

siologia dos cloroplastos & fundamental para a compreensao
dos mecanismos moleculares envolvidos na sua organizacgao e
auto-replicagao, sua heranga e variabilidade, assim como do

processo de diferenciagao dessas orgaNelas e desenvolvimento
de sua atividade funcional. Por ocutro lado, o melhor conheci-
mento dos fatores genéticos? fisiologicos, morfolbgicos e tam
bem dos fatores ambientais que contrelam o processo fotossin-
tético poderd gerar meios para se aumentar a eficiéncia fo-

tossintetica e a produtividade em plantas de valor econdmico.

E evidente que a investigagao dos aspectos genéticos

da fotossintese requer uma combinagao de abordagens genetica,




fisiologica e morfoldgica e este & um problema que tem atrai-
do a atengao de pesquisadores de diferentes areas da biolo-
gia. Estudos utilizando mutantes que apresentam inibicao da
sintese ou acumulo de clorofila tém contribuido bastante para
a compreensao do controle genético da diferenciacao dos cloro
plastos e do pépel dos pigmentos fotossintéticos na organiza-
¢ao do sistema de membranas internas desses plastideos. Tem
sido evidenciado um envolvimento de genes nucleares e cito-
plasmaticos na diferenciacdo do sistema lamelar dos cloroplas
tos e em especial na diferenciagao dos sistemas de pigmentos
fotossinteticos. Além disso, tem sido estabelecido que os pig
mentos fotossintéticos desempenham um papel fundamental para
o deéenvolvimento normal dos cloroplastos, mas ainda ha mui-
tas interpretacoes em conflito no que se refere as alteragoes
estruturais e fisiologicas que ocorrem durante a diferencia-
¢ao dessas organelas em relacdo a biossintese de clorofila e

dos carotenoides,

No presente trabalho foram investigados alguns aspec-
tos ultraestruturais e funcionais dos cloroplastos em tres mu
tantes de genes nucleares em milho que apresentam deficiéncia
em clorofila, com o objetive de eastudar alguns efeitos des
ses genes na estrutura e fisiologia dos cloroplastos correla~-
cionando alteragoes ultraestruturais no desenvolvimento des-
sas organelas com 0 conteudo de pigmentos fotossintéticos e

sitios de atividade do fotossistema TT.




2. REVISAO DA LITERATURA

Um grande numero de mutantes deficientes em clorofi
la tem sido utilizado para investigagoes do controle geneético
da diferenciacao dos cloroplastos a nivel ultraestrutural e
fisiologico (ANDERSON and ROBERTSON, 1960; WETTSTEIN, 1961 ;
BOYNTON, 1966 a, b; FALUDI-DANIEL et al., 1968;ROSINSKI and
ROSEN, 1972; ANDERSON, 1975; SAGROMSKY, 1975; TRAVIS et al .,
1975; GILLHAM, 1978; MASCIA and ROBERTSON, 1978&; SHORTESS and
AMBY, 1979; GYURJAN et al.,1980 a, b). Sabe-se que tanto ge-
nes nucleares como genes do proprio plastideo contribuem para
a biogenese dos cloroplastos e que os mutantes deficientes em
clorofila podem se originar a partir de mutagoes em genes nu-
cleares ou mutagoes em genes extranucleares (PREER, 1971; LE-

VINE, 1972; WILDMAN et al., 1973; WONG-STAAL and WILDMAN, 1973;



TRAVIS et al., 1975; HAGEMANN et al., 1975; GILLHAM, 1978 ;
NASYROV, 1978). Sao também conhecidos sistemas onde genes nu
cleares induzem mutagao em genes citoplasmaticos, possivelmen
te genes do cloroplasto (RHOADES, 1943; EPP, 1973; REDET ,
1973). As mutagoes no DNA do cloroplasto permitem o apareci-—
mento de quimeras e podem ser mantidas através de poliniza-
cao apropriada das flores em ramos variegados (BURK et al. ,
1964; STEWART, 1965; WONG~-STAAL and WILDMAN, 1973; NASYROV ,

1978). Por outro lado, os mutantes deficientes em clorofila

resultantes de mutagSes em genes nucleares podem apresentar
apenas uma cor variando entre Branco, amarele e verde-claro,
podem ser variegados de duas ou mals cores e alguns, Aainda,
durante a ontog®nese mudam a cor das folhas de = verde-c¢laro
para amarelo ou de verde-claro para verde—-escuro (WALLES ,
1972). Muitos desses mutantes sao letais quando os locos mu=
tados se encontram em estado de homozigose (WALLES, 1963 H
VELEMINSKI et al., 1969; GENEBACH et al., 1970), entretanto os
genes letais podem ser mantidos atraves de.autofecundagﬁo de
plantas heterozigotas. Quando o bloqueio genético afeta ape
nas o processo fotossintético & possivel obter-se o cresci -
mento do mutante letal até a maturidade em meio suplementado
com agucar (WALLES, 1963). Alguns autores conseguiram o de-
senvolvimento, ate a maturidade, de alguns poucos mutantes
deficientes em clorofila em milho (SPOEHR, 1942; GORHAM, 1950;

GERMAN and BOWEN, 1951), arabidopsis (LANGRIDGE, 1955, 1958)

e trigo (SUGINO, 1961), em meio contendo sacarose. Sabe-se

tambem que o0s mutantes deficientes em clorofila podem apre-




sentar bloqueios em diferentes vias biossinteticas e que as
mutagoes podem afetar a estrutura dos cloroplastos, sintese
de clorofila e carotendoides, sintese de compostos da cadeia
de transporte eletronico fotossintetico ou enzimas envolvi -
das na fixacao do carbono (LEVINE, 1969). Alem disso, alguns
mutantes deficientes em clorofila sao auxotroficos para tia-
mina, como descrito em arabidopsis (LANGRIDGE, 1955, 1958;
REDEI, 1965) e em Licopersicon (LANGRIDGE and BROCK, 1961 ;
BOYNTON, 1966 a, b). Na alga Chlamydomonas reinhardit foi
identificado um mutante que requer argininé para . preservar
a clorofila sintetizada (LEVINE and EBERSOLD, 1960). Em 1963
WALLES descreveu alguns mutantes em cevada que requerem aci
do aspartico e outroc que requer leucina para se tornarem ver
des., Sabe-se que, em milho, o mutante "yellow stripe” pode
tornar—-se fenotipicamente normal atraveés do fornecimento de
fons ferrosos (BELL et al.,, 1958 - citado em WALLES, 1963) .,
Assim, o efeito primArio da mutac3o que leva 3 deficiEncia
em clorofila pode tambem estar em compostos de baixo peso mo
lecular, tais como aminoacidos e vitaminas, e tamb2m em Zioms.
A Tesposta desses mutante; a metabolitos especificos formece
informagoes liteis para a localizagao dos blogueios genEticos
e subsequente elucidagEo do passo metabolito controlado pe-
lo gene. Embora na maioria dos mutantes conhecidos, deficien
tes em clorofila, o passo metabBlito bloqueado nao tenha si-
do identificado, muitas informacoes sobre a estrutura e fun
¢ao dos cloroplastos e o papel dos pigmentos fotossinteticos

na diferenciacao dessas organelas tem sido obtidas a partir




de estudos utilizando-se esses mutantes.

Quanto a estrutura e funcao, 0s cloroplastos de plan
tas consideradas normais apresentam aspectos caracteristicos
que tem sido discutidos em varias revisoes (PARK and SANE s
1971; MUHLETHALER, 1971; ANDERSON, 1975; ARNTZEN and BRIAN -
TAIS, 1975:; BRADBEER, 1977; BOARDMAN, 1977; MILLER, 1979). O
cloroplasto & delimitado por uma membrana dupla, o envelope .,
Numerosos estudos com cloroplastos isolados indicam que o en-
velope atua como uma barreira para o transporte seletivo de
metabolitos para dentro ou para fora do cloroplasto (MURAKAMI
et al., 1975). Al%m disso, sabe~se que essa membrana dupla di
fere em funcao e composigao do sistema internc de membranasdo
cloroplasto (HELDT and SAUER, 1971; DOUCE et al., 1973; POIN
CELOT, 1973; MACKENDER and LEECH, 1974; COBB and WELLBURN -
citado em FEIERABEND et aql., 1980; SPREY and LAETSCH, 1275 ;
JOY and ELLIS, 1975; SPREY and LAETSCH, 1976}. Por outro la-
do, varios pesquisadores observaram invaginacoes na membrana
interna do envelope que resultaram na formacao de vesiculas
dentro do cloroplasto. Acredita-se que essas vesiculas se fun
dem para formar as lamelas (HODGE et al., 1956; WETTSTEIN ,
1958; MUHLETHALER and FREY-WYSSLING, 1959; MENKE, 1962; VIRGIN
et al., 1963; LAETSCH and PRICE, 1969; GILLHAM, 1978; THOMSON
and WHATLEY, 1980)., No entanto, estudos realizados em um mu -
tante de Chlamydomonas reinhardii nao evidenciam esta hipdte-
se (OHAﬁ et al., 1967; GOLDBERG and OHAD, 1970) e tem sido
considerado que o problema requer investigacao em outrs siste

mas (ARNTZEN and BRIANTAIS, 1975).
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Em plantas C,, que formam acidos dicarboxiIlicos como
produtos primarios da fixacao do 002, os cloroplastos observa-
dos possuem um sistema de vesiculas e tubulos anastomosadoes
contiguo com a membrama interna do envelope do cloroplasto, de
nominado reticulo periferico (LAETSCH, 1968; 1974; LAETSCH and
PRICE, 1969; LAETSCH and KORTSCHAK, 1972). A sua ocorrencia
tambem tem sido relatada em algumas plantas C3, tais como tri-
go (BISALPUTRA et al., 1969) Dactylis glomerata e:Thypha“Zati—
folia (HILLIARD and WEST, 1970; GRACEN et al., 1972) e tambem
em plantas de soja sujeitas a baixa temperatura (TAYLOR and
CRAIG, 1971). Tem sido admitido que o reticulo periférico esta
belece uma conexao entre o sistema lamelar interno e o envelo-
pe do cloroplasto (ROSADO-ALBERIO et al ., 1968), mas ainda nao
est3a bem claro se esta conexao realmente existe, considerando-
se principalmente algumas evidencias gue sugerem que a composi
¢ao das membranas do retfculo periférico difere das membranas
do envelope e das membranas internas dos cloroplastos (LAETSCH,
1974). Tem sido sugerido por alguns autores que o reticulo pe-
riferico pode estar envolvido com o transporte de solutos en-
tre o cloroplasto e o citoplasma (SLACK et al., 1969; GRACEN
et al., 1972; LAETSCH and KORTSCHAK, 1972:; LAETSCH, 1974).

0 estroma do cloroplasto, que @ uma matriz proteinf-
cea, contem fibrilas de DNA, ribossomos, plastoglobulos e ami-
do, que podem ser observados ao microscopio eletronico (ARNTZEN
and BRTANTAIS, 1975). Material fibrilar e estruturas cristali-
nas ocorrem sob varias condigoes (PRICE et al ., 1966; SHUMWAY

et al., 1967; BAIN, 1968; STEIN and BISALPUTRA, 1969; BURGESS,




1970; PERRIN, 1970; BEHNKE, 1971; PYLIOTIS and GOODCHILD, 1975).
O DNA em cloroplastos foi primeiramente detectado em 1951 por
CHIBA, como citado por KUKRH (1977)., Alguns anos depois a desco
berta foi confirmada (RIS and PLAUT, 1962; CHUN et al., 1963 )
e a partir dessa epoca as propriedades fisico—-quimicas do DNA
do cloroplasto, bem como a expressao do genoma do c¢loroplasto
em plantas superiores e em algumas algas tém sido investigadas
e discutidas em viarias revisoes (KUNG, 1977; ELLIS, 1977; NASY
ROV, 1978; GILLHAM, 1978; BEDBROOK and KOLODNER, 1979). Ao mi~-
croscopio eletronico as fibrilas de DNA sao observadas em Te
gioes de baixa densidade eletrOnica dentro do cloroplasto e
nao sac visualizadas quando as seccoes .sao previamente trata -
das com desoxirribonuclease (RIS and PLAUT, 1962). _Atualmente
esta bem claroc que existe uma complementagao entre o genoma do
cloroplasto e o genoma nuclear no processo de biogenese do clo
roplasto, isto &, na formacao das proteinas lamelares, biossin
tese da clorofila e carotencides, dos compostos da cadeia de
transporte eletronico e enzimas envolvidas. na fixagao do co, .
O0s cloroplastos possuem todo o sistema requerido para a trans-
eri¢ao de seu genoma e tradugao dos mRNAS resultantes. Alem dis
so, os rRNAs dos ribossomos do cloroplasto e, provavelmente R
todos os tRNAs sao transcritos a partir do genoma da organela
(XKUNG, 1977; ELLIS, 1977: GILLHAM, 1978). Por outro lado, o}
crescimento e a divisao dos cloroplastos tem sido relacionados
com diferentes funcoes celulares que precedem ou ocorrem duran
te a divisao celular e/ou durante a expansao maxima da c@lula,

como por exemplo a replicagao do DNA nuclear e, possivelmente,




do DNA do plastideo, sintese mRNA nuclear e sintese proteica
citoplasmética (POSSINGHAM and SAURER , 1969; GILES and TAYLOR,
1971; POSSINGHAM and ROSE, 1976; POSSINGHAM, 1980). Alem dis
so, como discutido por POSSINGHAM (1980), a divisao e o cres-
cimento dos cloroplastos podem ser afetados por fatores ambi-
entais, tais como luz, temperatura e nutricao, por alguns an-
tibidticos e por inibidores quimicos da sintese de DNA, RNA e
proteinas.

Os ribossomos do cloroplasto foram isolades pela pri
meira vez por LYTTLETON (1962). Esses ribossomos ocorrem 1i-
vres na matriz do cloroplasto ou associados aos tilacdoides ,
formando polissomos (CHUA et al., 1973; TAO and JAGENDORF ,
1973; MARGULIES and MICHAELS, 1974, 1975; GILLHAM, 1978). S5a
be-se que nos polissomos do cloroplasto sao sintetizados poli
peptideos codificados pelo genoma da organela, como por exem~
plo a sub-unidade maior da ribulose bisfosfato carboxilase
(CHAN and WILDMAN, 1972; KAWASHIMA and WILDMAN, 1972; BLAIR
and ELLIS, 1973; GRAY and KEKWICK, 1974; ROY et al., 1976;VAS
CONCELOS, 1976; GILLHAM, 1978), e provavelmente, alguns poli-
peptideos das lamelas do cloroplasto (HOOBER et al., 19269
HOOBER, 1970, 1972; EYTAN and OHAD, 1972 a, b; MACHOLD and
AURICH, 1972; HOOBER and STEGEMAN, 1973; ELLIS, 1975; CHUA
and GILLHAM, 1977; GILLHAM, 1978). Nos mutantes que apresen -
tam plastideos com defici€ncia ou auséncia de ribossomos o de
senvolvimento do sistema lamelar e defeituoso, apresentando
poucas ou nenhuma lamela (SHUMWAY and WEIER, 1967; HARRIS et

al ., 1974; GYURJAN et al., 1978, 1980 b; WALBOT and COE, 1979).
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Na matriz do cloroplasto frequentemente ocorrem glo-
bulos osmiofilos denominados plastoglobulos, que variam em ta
manho e numero. Estudos utilizando plaétoglabulos separados
da fragao lamelar (LICHTENTHALER and SPREY, 1966; BARR et al.,
1967) tem mostrado serem constituidos principalmente por plas

toquinonas, vitaminas X oo - tocoferolquinona e a - tocofe -

1°
rilgquinona. Além disso, contém muitos lipidios que sao encon-
trades no sistema lamelar do cloroplasto (BAILE& and WHYBORN,
1963; GREENWOOD et gl., 1963; LICHTENTHALER, 1964, 1966, 1968,
1969 a, b; LICHTENTHALER and SPREY, 1966). Nos preoplastideos

os plastoglobulos sao menores e em menor numero (LICHTENTHALER ,
1966) e aumentam em numero e tamanho com o desenvolvimento do
cloroplasto (GREENWOOD et @l.,1963; LICHTENTHALER, 1966, 1968,
1969 a). Em plantas desenvolvidas no escuro os plastogldbulos
aumentam em nimero e decrescem durante a sintese das membra =«
nas em presenga de luz (SPREY and LICHTENTHALER, 1966; - BARR
and ARNTZEN, 1969). Um dos sintomas que podem ser obseryvados
durante a degeneragao dos cloroplastos em processos que levam
a destruigao do sistema lamelar, como por exemplo deficiBncia
em Mg (HALL et al., 1972) e senescencia (LICHTENTHALER, 1969b;
DODGE, 1970, DE VECCHI, 1971; MLODZIANOWSKI and KWINTKIEWICZ,
1973; KHODASEVICH et al., 1978), @ o aumento no tamanho e nii-
mero dos plastoglobulos. Alguns mutantes deficientes em cloro
fila que possuem cloroplastos com sistema lamelar pouco desen
volvidoe apresentam aumento no numero de plastoglBdbulos, como

observado por BACKMANN et al.(1967) e VALANNE e VALANNE (1972).

Parece, portanto, que os plastoglobulos podem funcionar como
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reservatorios de lipidios e de outros compostos que sao umtili-
zados durante a biossintese das membranas do cloroplasto ou que
se acumulam durante a degradacao das membranas (GREENWOOD et
al., 1963; SPREY and LICHTENTHALER, 1966; LICHTENTHALER, 1968;
KHODASEVICH et al ., 1978).

0 sistema lamelar interno do cloroplasto maduro pode
apresentar configuracao variavel dependendo do organismo, como
algas, briofitas ou plantas vasculares, do tipo e estigio de
desenvolvimento do tecido e, além disso, modificagoes estrutu-
rais podem ser induzidas por mutagcoes ou por variagoes das con
digoes ambientais. Um cloroplasto maduro tipico de plantas su-
periores, como visualizado ao microscOpio eletronico, apresen
ta o sistema lamelar intermo constitumido por numerosos discos
membranosos que se encontram empilhados uns sobre os outros
constituindo os grana, os quais sao interconectados por um sis
tema de lamelas simples. Cada granum € constituido por deois:ou
mais discos achatados denominados tilacBides. A regiao onde
dois tilacdides estdo firmemente aderidos & a partigldo e o vo-
lume interior do tilacBide @ o 1Bculo. Tem sido admitido que
cada lamela intergrana & continua com varios tilacoides dentro
de um granum e tambem com tilacdides de outros grana (HESLOP-
HARRISON, 1963:; WEHREMEYER, 1964; WEIER et al ., 1966;PAOLILLO,
1970). Esta interligagao extensiva sugere que o 1%culo dos ti-
lacoides e o espago interno das lamelas intérgrana fazem parte
de uma camara interna anastomosada finica que facilitaria a
difusao dos varios substratos fotossinteticos (WEIER et al ,,

1966).
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Analises de fragmentos de lamelas internas do cloro-
plaste tem mostrado que essas membranas contem clorofila, ca-
rotendides e uma variedade de quinonas,:citocromos, ferrc nao
heme (ferredoxina), proteimas e lipidios (LICHTENTHALER and
PARK, 1963; PARX and BIGGINS, 1964; BENSON, 1971; ANDERSON,
1975). Sabe-se tambem que os pigmentos fotossintéticos estao
organizados em dois grupos ou conjuntos funcionais para capta
¢ao da energia radiante - fotossistemas I e II - que, por sua
vez, se ligam com as cadeias de transporte de eletrons (GDVf§
DJEE and GOVINDJEE, 1975; AVRON, 1975; ANDERSON, 1975). Inves
tigacoes visando a caracterizagao bioquimica, a caracteriza -
¢ao da sub-estrutura das membranas internas do cloroplasto e
a localizagao citoquimica da atividade dos fotossistemas I e
Il tem sido realizadas. Estes estudos tém levado os pesquisa
dores a concluirem que o fotossistema I & ativo nas lamelas
intergrana e nos grana (JACOBI and LEHMANN, 1969; NIR and
SELIGMAN, 197Q; SANE et al ., 1970; ARNTZEN and BRIANTAIS ,
1975), enquanto que ainda nao estd bem esclarecido se o fotos
sistema IT ocorre apenas nos grana ou §e ocorie tambem nas i1a
melas intergrana (ARNTZEN and BRTANTAIS, 1975).

Cloroplastos apresentando configuracao ultraestrutu-
ral e caracteristicas funcionais que diferem, em alguns aspec
tos, do descrito anteriormente podem ser observados nas plan
tas Cg’ nas quais essas organelas apresentam um dimorfismo ul

traestrutural descrito pela primeira vez por HODGE et ¢gl. enm

1955, citado por LAETSCH (1974). Esses auntores observaram que

os cloroplastos das celulas do mesofilo em milho, atualmente
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conhecida como uma planta C& tipica, eram semelhantes aos en-
contrados nas outras plantas superiores analisadas ate a Epo-
ca, enquanto que as celulas da bainha wvascular apresentavan
cloroplastos que foram descritos como sendo desprovidos de
grana. Estudos posteriores, no entanto, demonstraram a ocor-
reéncia de grana rudimentares nos cloroplastos das células da
bainha wvascular de milho e de outras gramineas (SHUMWAY and
WEIER, 1967; ROSADO-ALBERIO et al., 1968; LAETSCH, 1969 ;
KIRCHANSKI, 1975). Em outras espécies, no entanto, esses gra-«
na sao perdidos durante a maturagao dos cloroplastos (LAETSCH
and PRICE, 1962; DOWNTON and PYLIOTIS, 1971; HORVATH et al..,
1975), o que indica que o dimorfismo estrutural dos cloroplas
tos das c€lulas do mes@filo e hainha wvascular deve ser devido
a uma diferenca no padrao de desenvolvimento das membranas
(ARNTZEN and BRIANTAIS, 1975). HORVATH et al. (1975) sugeri-
ram que a divergencia na diferenciacao dos cloroplastos da
bainha vascular e mesdofilo comega em fases iniciais da foto -
morfogenese, no periodo em que ocorre uma rapida sintese de
clorofila e formagao de tilacbdides. Segundo esses autores R
os cloroplastos da bainha vascular sao inferiores aos do mesd
filo na organizagao molecular de seu sistema interno de mem -
branas. Evidencias de diferengas na atividade do transporte
eletronico em cloroplastos dimorfos foram obtidas por muitos
investigadores (ANDERSON et al., 1971; ARNTZEN et al., 1971 ;
SMILLIE et al., 1971, 1972; BAZZAZ and GOVINDJEE, 1973; RA~
THNAM and DAS, 1977.

Sabe-se, por outro lado, que fatores ambientais po
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dem afetar a expressao de genes relacionados com o desegvolvi
mento e a ultraestrutura dos cloroplastos. A luz, por exemplo,
2 um fator limitante para o desenvolvimento normal dos cloro-
plastos. Sabe-se que a luz controla o desenvolvimento dos
palstideos devido ao seu efeito na sintese de substancias que
constituem os cloroplastos, como por exemplo clorofila e caro
tenoides (POSSINGHAM et al., 1975; KIRK and TILNEY-BASSETT,
1978 - citado em POSSINGHAM, 1980), Plantas desenvolvidas em
completa ausencia de luz acumulam protoclorofilideo e possuem
cloroplastos desprovidos de sistema lamelar apresentando uma
estrutura vesicular denominada corpo pro-lamelar. Este parece
ser constituido por uma complexa rede de membramnas tubulares
interconectadas e muitos autores se referem a ele como um COT
po paracristalino (ROSINSKI and ROSEN, 1972; LUTZ and KLEIN,
1979). Embora ¢ corpo pro-lamelar seja extensivamente estuda-
do (WETTSTEIN, 1958; GUNNING, 1965 a, b; WEIER and BROWN ,
1970; KOHN and KLEIN, 1976; LUTZ and KLEIN, 1979), nao se sa-
be exatamente como ele se desenvolve, WEIER e BROWN (1970) con
sideraram o corpo pro-lamelar como um acimulo de produtos de
membranas devido ao bloqueio das reagoes dependentes de luz,
que normalmente ocorreriam durante o processo de desenvolvi -
mento do cloroplasto em presenga de luz. Tem sido sugerido que
o corpo pro-lamelar & formado a partir de vesiculas derivadas
da membrana interna do envelope do plastideo (WETTSTEIN,1958;
BLACKWELL et al., 1969). Entretanto isto nao tem sido direta-
mente demonstrado e nem tem sido apresentadas evidencias quan

titativas ou morfolbgicas que reforcem esta hipdtese (THOMSON
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and WHATLEY, 1980). Alguns autores tem considerado que os tii~
bulos do corpo pro-lamelar nao podem ser definidos como mem -
branas biologicas (WRISCHER, 1978; LﬁTZ‘and KLEIN, 1979; WELL
BURN and HAMP, 1979). Aos tubulos da estrutura paracristalina
do corpo pro-lamelar ligam-se membranas denominadas pro-tila-
coides ou tilacbides primArios. Esses pro-tilacdides lembram
os tubulos do corpo paracristalino em certos aspectos de sua
composicdo macromolecular e estados fisiolGgicos. KAHN (1968)
sugeriu que o aparecimento do corpo pro-lamelar poderia estar
associado com o aciimulo de protoclorofilideo nos  plastideos
das plantas desenvolvidas no escuro. HENNINGSEN e BOYNTON
(1969, 1970) sugeriram que o protoclorofilideo poderia ser re
querido para a formagao do corpo prS—lamélar. No entanto, acil
mulo de protoclorofilideo pode ser encontrado em ausencia do
corpo pro-lamelar, como em um mutante de milho que acumula es
ta substincia em baixas temperaturas, mas nadc forma cOTpo pro-
lamelar (MILLERD et aql., 1969). Al€m disso, tém-se evidencias
que a fotorreducgdao do protoclorofilideo e as alteragoes estru
turais iniciais resultantes da desorganizagdo do corpo  pro-
lamelar em presenca de luz nao ocorrem simultaneamente (VIR-
GIN et al., 1963)., Investigagoes realizadas em Avena sqtiva
por LUTZ e KLEIN (1979) indicam que a maioria ou talvez to -~
dos os pigmentos dos plastideos das plantas desenvolvidas no
escuro podem estar localizados nos pro-tilacoides e nao nos
tUbulos do corpo pro~lamelar. O corpo pro-lamelar & uma estru
tura tipica de plantas desenvolvidas no escuro, nao sendo nor

malmente encontrado em plantas desenvolvidas em presenga de
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luz. Se as folhas estioladas, gue se desenvolveram no escuro,
sao iluminadas, o corpo pro-lamelar se desorganiza e um niume-
ro de lamelas forma-se ao seu redor (MUHLETHALER, 1971; KOHN
and KLEIN, 1976).

Por outro lado, plantas desenvolvidas em condigoes
de excesso de iluminagao, seja por alta intensidade luminosa
ou por luz continua, apresentam uma diminuicao no conteido de
clorofila, alteragoes na relacao clorofila g/b e na taxa  de
fixacao de COZ, com tem sido observado em algumas plantas su-
periores (BALLANTINE and FORDE, 1970; LEWANDOWSKA et al.,1976).
Estudos realizados por VALANNE (1977) em um musgo, Ceratodon
purpureus, mostraram um aumento considerZvel no tamanho dos
grana das plantas desenvolvidas sob luz continua, independen-
te de intensidade luminosa ser alta ou bhaixa. Por outro lado,
tem sido observado que o tratamento de plantas com luz inter=
mitente pode retardar o desenvolvimento dos plastideos (ARGY~
ROUDI-AKOYUNOGLOU et al., 1976).

Qutro fator ambiental que pode afetar o desenvolvi -
mento normal dos cloroplastos é a temperatura. A sintese de
varios compostos que participam da estrutura e fisiologia dos
cloroplastos, particularmente a clorofila, & afetada por tem-
peratura (POSSINGHAM, 1980). Temperaturas altas (acima de
329C) induzem o desenvolvimento anormal dés cloroplastos em
Euglena (PRINGSHEIM and PRINGSHEIM, 1952) e em plantas supe -
riores (FEIERABEND and SCHRADER~REICHHARDT, 1976; TFEIERABEND
and MIKUS, 1977; SMILLIE et al., 1978 a); Em plantas de cen-

teio desenvolvidas a 320C a sintese de clorofila, carotendi-
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des, ribulose bisfosfato carboxilase e ribossomos & inibida e,
no entanto, ribossomos citoplasmatices e muitas enzimas do ci-
clo de Calvin sao produzidas (FEIERABEND and SCHRADER -~ REICH-
HARDT, 1976; FEIERABEND et al., 1980). A sintese de rRNA dos
plastideos e reduzida a baixos niveis em temperaturas elevadas
(32-349C) em varias plantas, incluindo centeio, trigo, cevada,
feijao e aveia (POSSINGHAM, 1980). A atividade de varias enzi-
mas dos cloroplastos e dependente de temperatura, com o valor
da temperatura otima variando com o genotipo da planta (SMILLIE
et al., 1978 b). Foram observadas alteracoes no desenvolvimen-
to, ultraestrutura e atividade dos cloroplastos de plantas de
cevada desenvolvidas em condicoes de altas temperaturas (acima
de 32°C) e baixas temperaturas (2°C e 50C) (SMILLIE et al . ,
1978 a). Baixas temperaturas (10-16°C) também podem inibir - o
desenvolvimento dos cloroplastos em plantas sensiveis ao frio,
tais como cana=-de-actucar (FARIS - citado em SMILLIE et al., 1978
a), sorgo (SLACK et al., 1974) e milho (McWILLIAM Jr. and
NAYLOR, 1967). PARK e TSUNODA (1979) observaram desorganizacgao
do sistema lamelar dos cloroplastos e excesso de amido em amos
tras de folhas de alguns cultivares de arroz semnsiveis ao frio,
desenvolvidas em condicoes dia/noite de 17/12°C.

Aléem de luz e temperatura, outros fatores ambientais,
como por exemplo a nutricao mineral (SPENCER and POSSINGHAM ,
1960; BASZYNSKI et al., 1972), podem influenciar o desenvolvi-
mento dos cloroplastos induzindo alteracoes em sua estrutura e
levando 2 formagao de plantas cloroticas. O trabalho de HALL

et al. (1972) mostrou alteragges ultraestruturais em cloroplas
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tos de plantas de milho desenvolvidas em condigoes de defici-
encia de macronutrientes (nitrogenio, magnesio, calcio, potas
sio, fosforo e enxofre) relacionando essas alteragoes a mudan
cas na atividade fotossint@tica e no conteliido de galactolipi-
dios e sulfolipidios. As maiores alteragoes ultraestruturais
foram observadas em condig¢oes de deficiencia de magnesio com
a desintegracao das membranas internas dos cloroplastos. Con-
comitantemente foi observado um aclimulo de plastoglobulos nes
ses cloroplastos, Estudos posteriores mostraram que defici€n~
cia em magneésio tamb2m afeta a atividade fotoquimica dos clo-
roplastos (BASZYNSKI ¢t gl., 198Q0). Nos cloroplastos das plan
tas deficientes em enxofre ou nitrogenio occorreu um aumento
no tamanho dos grana acompanhado deum aumento mna atividade do
fotossistema II, uma alteracdo na distribuigao das proteinas
e redugdo no contefido de sulfolipidios. Defici®ncia em c&l -
cio, potissio e fosforo também provocou alteragoes na morfolo
gia dos cloroplastos, porem nao foram observadas alteragges
funcionais. Por outro lado, estudos realizados em Cucumis sg
tivug com plantas cultivadas em areia contendo altos niveis
de cadlcio ou pre-incubacgiao das sementes com solugoes de 10~
100 mM desse nutriente, mostraram que esse ion e capaz de ini
bir o acumulo de clorofila nessas plantas e que esse efeito
pode ser completamente bloqueado.pela presenga de K+ (KNYPL,
1969; KNYPL and RENNERT, 1970; TANAKA and TSUJI, 1980). 0 ex~-
cesso de calcio inibe a acumulagao de clorofila em plantas
nos estagios iniciais de enverdecimento por inibigao da forma

cao de acido 8-aminolevulinico em presenga de luz e por acele
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ragao da destruicao da clorofila recém-sintetizada (TANAKA
and TSUJI, 1980). Sabe-se que a deficiencia em outros nutri-
entes, tais como manganes, boro, ferro e cobre tambem resul
ta em deficiencia no conteudo de clorofila e de outros compo
nentes das membranas do cloroplasto, concomitantemente a al-
teragoes ultraestruturais nessas organelas (STOCKING, 1975 ;
HUDAX and HERICH, 1976; BASZYNSKI ¢t ql., 1978). Deficiencia
em manganes ou ferro, por exemplo, além de induzir a forma -
cao de cloroplastos anormais em espinafre, também reduz o ni
mero -de cloroplastes por células (POSSINGHAM et al., 1964
VESK et al., 1966).

Assim sendo, o desenvolvimento dos cloxoplastos po
de ser afetado por variagoes ambientais e também por mutagido
em genes nucleares ou citoplasmaticos. Muitas informagoes so
bre o desenvolvimento dos cloroplastos tem sido obtidas por
meio de andlises ultraestruturais e bioquimicas dos plasti -
deos de plantas desenvolvidas no escuro ou em diferentes con
digoes de intensidade luminosa e também dos cloroplastos de-
feituosos sob o controle de genes nucleares ou citoplasmati-
cos em plantas deficientes em clorofila. Os mutantes que apre

sentam inibicao de sintese ou acfimulo de clorofila e carote-—

noides, além de serem adequados para investigagao do papel
desses pigmentos fotossintBticos na organizacao do sistema
lamelar do cloroplasto, tambem fornecem informacgoes sobre

o papel de genes nucleares ou citoplasmaticos no desenvelvi-
mento dos plastideos. Embora tenha sido estabelecido que a

- * - ™
sintese de clorofila ocorre simultaneamente com a formagao
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da estrutura lamelar do cloroplasto (NASYROV et al., 2975),
ainda ha muitas interpretagoes em conflito no que se refere
as élteragges estruturais que ocorrem durante a diferencia -
cao dos cloroplastos em relacao 3 biossintese da clorofila ,
que parece ser controlada principalmente pelo nficleo (NASY-
ROV, 1978). be acordo com WETTSTEIN, citado em ROSINSKY e
ROSEN (1972), os processos basicos envolvidos na diferencia-
cao do sistema lamelar de plantas desenvolvidas em presenga
de luz seriam: (1) sintese de vesicunlas, (2) fusao das vesicg
las para formar discos achatados, (3) arranjo dos discos la-
melares em camadas paralelas, (4) multiplicacao das lamelas,
(5) crescimento e fusao dos discos para formar um sistema la
melar contfnuo e (6) diferenciagdo em regioces dos grana e la
melas intergrana. O papel da clorofila na diferenciagao das
membranas tem sido amplamente investigado e ainda nao  foram
obtidas respostas para muitas questoes, como por exemplo: (1)
Como a clorofila se associa com o seu sitio funcional nas
membranas? (2) A sintese da clorofila controla o desenvolvi-
mento das lamelas do cloroplasto? (3) A sintese dos consti =~
tuintes das membramnas do cloroplasto exerce controle sobre a
acumulagao da clorofila?

£ conhecido que cloroplastos deficientes em clorofi
la possuem poucos ou nenhum granum ou possuem grana anormais
(ROSINSKY and ROSEN, 1972; ARNTZEN and BRIANTAIS, 1975; NASY
ROV et al., 1975; RASYROV, 1978)., Tem-se evidéncias de que a
sintese das enzimas chaves da biossintese da clorofila & de

terminada pelo niucleo, enquanto ‘que as enzimas nao limitan-
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tes sao sintetizadas no cloroplasto e sao controladas . pelo
sistema transcricao-traducao do proprio cloroplasto (NASYROV
et al., 1975; NAEYROV, 1978). Existem dois tipos de clorofi
la nas plantas superiores e algas verdes, clorofila a e cloro
fila b, sendo que a clorofila a e o pigmento presente em
maior gquantidade nesses organismos (GOVINDJEE and GOVINDJEE ,
1975). Uma discussao detalhada a respeito da estrutura e pro-
priedades das clorofila ¢ e b e apresentada por JACKSON (1976) .
A possivel via biossintEtica da clorofila & muito bem discuti
da por BOGORAD (1976). Segundo esse autor, tem sido demonstra
do que os passos finais da biossintese da clorofila ¢ seguem
a seqliencia: protoclorofilideo g »~ clorofilideo g + <clorofi-
la g . Quanto 3 biossintese da clorofila b, existem fortes
evidencias de que ela € sintetizada a partir da clorofila -a,
mas alguns autores consideram a possibilidade da existE@nciade
um composte que péderia ser transformado tanto em clorofila a
como em clorofila b, NASYROV et al. (1975) apresentaram um
esquema da possivel regulagao genética da biossintese da clo-
rofila, baseado em estudos de varios mutantes que apresentam
blequeio na sintese desse pigmento. De acordo com esse esque-
ma os genes nucleares exercem controle sobre as reacgoes da
transformag¢ao do dcido G&-aminolevulinico até protoclorofili-
deo, bem como da sintese da clerofila b a partir da clorofila
a.

Como discutido por ANDERSON (1975}, quando os com -
postos das membianas do sistema lamelar dos cloroplastos sao

submetidos a eletroforese em sistema gel poliacrilamida-dede
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cil sulfato de sodio, sao identificados dois complexos pigmen
tos proteinas denominados complexo I e complexo II. Os estu-
dos originais de THORNBER et gl. (1967) mostraram que o com=~
plexo T tem um alto conteudo de clorofila a (clorofila a/b =
12:1) enquanto que o complexo II tem um conteudo de clorofi-
la b relativamente alto (clorefila a/b = 1:1). Os estudos
de fracionamento de membranas realizados por esses autores
mostraram que o complexo II & restrito primncipalmente a fra-
¢3o correspondente aos grana, enquanto que o complexo T e en-
contrado nma fracao correspondente aos grana e na fragao cor-
respondente 3s lamelas integrana.

A formagdo de grana parece estar correlacionada nao
somente com o conteudo de clorofila presente no cloroplasto
(WETTSTEIN, 1958; MACLACHLAM and ZALIK, 1963; SCHMID, 1967;
DALE and HEYES, 1970), mas também com a relagao clorofila a/b
(W00 et al., 1971). Investigacoes realizadas por ARGYROUDI -
AKOYUNOGLOU et al, (1976), em plastideos de Phaseolus vulgaris
desenvolvido no escuro e posteriormente exposto a luz, mostra
ram que a clerofila b € sintetizada mais intensamente nos
grana do que nas lamelas intergrana, Esses autores considera-
ram que esse pigmento & importante para a formacao dos grana.
Alem disso, NIELSEN et al. (1970) analisaram alguns mutantes
de cevada deficientes em clorofila e constataram que a rela -
¢ao clorofila a/b era maior do que o normal para os mutantes
cujos cloroplastos possuiam poucos grana, enguanto que para
0s mutantes em que quase todas as lamelas eram organizadas em

grana, a relaggo clorofila a/b era mais baixa do que o nor
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mal. Resultados semelhantes foram anteriormente obtidos por
SMILLIE et al. (1977) para um mutante de cevada deficiente em
clorofila cujos cloroplastos tambéem apresentaram grana gigan-
tes e poucas lamelas simples. Por outroe lado, entre o0s mutan-
tes analisados por SMYLLIE et al. (1977) foi encontrado que
um deles possuia alguns grana gigantes, porém com espagos in-
tertilacoidais nao uniformes, cuja relagao clorofila a/b foi
maior do gque a observada para as plantas normais. PRIOLI et
al. (1978) também observaram uma relagao clorofila a/b mais
alta do que o normal em um mutante virescente de milho, cujos
cloroplastos apresentavam grana gigantes com juncao anormal
dos tilacdides, aparentando um "empacotamento' das membranas.
Existem, portanto, evidencias de que a clorofila b deve es-
tar associada com o desenvolvimento de grana normais. Entre -
tanto, observacoes realizadas por GOODCHILD et al. f1966) em
W,

mutante de cevada deficiente em clorofila » levaram esses au
tores a considerarem que a clorofila b nao desempenha um pa
pel critico na formagao dos grana. Havia porem a indicagao de
que os cloroplastos desse mutante possulam grana menores e
em menor nimero do que o normal, Outros mutantes deficientes
em clorofila b que apresentam desenvolyvimento de grana tem
sido descritos (ROSINSKI and ROSEN, 1972: SAGROMSKY, 1975). ©
papel da clorofila na formacao dos grana ainda nao estid total
mente esclarecido e, alem disso, tem sido sugerido que a for-
macao dos grana pode estar mais relacionada com o conteudo
total de clorofila do que com uma baixa relagao clerofila a/b

(ANDERSON et al., 1973).
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A organizagao estrutural das membranas internag do
cloroplasto parece estar relacionada com a eficiencia da cap-
tagao de energia luminosa na membrana. O funcionamento nor-
mal das membranas fotossintEticas requer uma organizagao es -
trutural especifica da clorofila e dos carotendides, possivel
mente em complexos pigmentos-proteinas (BROWN, 1972;THORNBER,
1975; ARMOND et al., 1976; NASYROV, 1978). 0Os carotenpides sao
pigmentos amarelos, alaranjados ou avermelhados que nos teci-
dos verdes das plantas superiores estao localizados nos cloro
plastos e sao, provavelmente, sintetizados nessas organelas .
Existem duas classes de carotendides: os carotenos, gque sao
hidrocarbonetos, e seus derivados oxigenados que sao as x¥anto
filas (DAVIES, 1976; MOSS and WEEDON, 1976). Segundec GOODWIN
(1276), os carotendides que ocorrem em maior gquantidade nos
tecidos fotossintéticos sao, normalmente, o R-caroteno, lu -
teina, violaxantina e neoxantina, sendo os trés ultimos xanto
filas,

Tem sido admitido que o complexo I e o complexo I
de pigmentos-proteinas podem corresponder, respectivamente ,
aos fotossistemas I e II na fotossintese (ANDERSON, 1975 ;
GILLHAM, 1978; MACHOLD et gl,, 1979; GARNIER et gl ., 1979 ;
MULLET et al., 1980) e tem sido constatada uma distribuicaadi
ferencial dos pigmentos fotossint&ticos nesses dois complexos
(HORVATH and FALUDI-DANTEL, 1971; ANDERSON, 1975; GOVINDJEE
and GOVINDJEE, 1975; MACHOLD and MEISTER, 1980). O complexo I
apresenta um alto conteudo de clorofila a, R~caroteno e

tragos de luteina enquanto que no complexo I1 o conteudo de
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clorofila g € mais ou menos equivalente ao de clorofila.b e
os carotendides que ocorrem em maior quantidade sao as xanto-
filas. Tem sido sugerido que o complexo II & necessario para
a formagao de grana (ARGYROUDI-AKOYUNOGLOU ¢t al., 1971; ARGY
ROUDI-AKOYUNOGLOU and AKOYUNOGLOU, 1973:; ANDERSON and LEVINE,
1974; THORNBER and HIGHKIN, 1974). A fungao dos carotendides
nos tecidos fotossintéticos das plantas superiores ainda ni3o
esta bem estabelecida. Eles certamente funcionam como pigmen-
tos acessdrios na fotossintese captando energia radiante e
transferindo esta energia, com algumas perdas, para moléculas
de clorofila a (BURNETT, 1976; WHITTINGHAM, 1976; SESTAK,
1978, KRINSKY, 1979). Algm disse, & conhecido que os carote =~
noides teém um importante papel de proteger a clorofila contra

fotodestruicBo (ANDERSON and ROBERTSON, 1960; BURNETT, 1976

Lr ey

HARBOUR and BOLTON, 1978; KRINSKY, 1979).

Cloroplastos com um baixo conteudo de carotendides
apresentam capacidade de sintetizar clorofila, mas a clorofi-
la e perdida por fotodestruigao quando as plantulas sao desen
volvidas sob condigoes normais de luz (ANDERSON and ROBERTSON,
1960; FALUDI et al., 1960; FROSCH et al., 1979). Este & um
fato que tem sido comprovado nio apenas em mutantes de carote
noides, mas também atraves do uso de alguns herbicidas que
inibem a sintese dos carotencides. Como discutido por MORELAND
(1980), o tratamento com esses herbicidas resulta no aclnmulo
de precursores nao coloridos de carotenos, denominados fitoeno
e fitoflueno, com predominancia do fitoeno. O sistema lamelar

apresenta—se degenerado. Muitos dos passos da via biossintéti
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ca dos carotendides sao controlados pelo niucleo, entretanto a
sintese completa dos carotenGides supoe-se ocorrer dentro dos
cloroplastos (MORELAND, 1980).

Mutantes deficientes em carotenBides que apresentam
uma alta concentragao de precursores desses pigmentos nao s5ao
capazes de formar ou manter grana normais e as folhas desen -
volvem um fendotipo albino ou amarelo (FALUDI-DANIEL, 1975).Al
guns desses mutantes tem sido bem caracterizados tals como o
mutante Wq en milho (ANDERSON and ROBERTSON, 1960) e dois ou-
tros mutantes, também em milho, isolados por ANDRE em 1951 (ci
tado por NIELSEN, 1974), denominados [~caroténico e licopeni
co. Esses mutantes sao recessivos e apresentam heranca mende-
liana do tipo monofatorial, O mutante L acumula ., precursores
de carotendides, fitoeno e fitoflueno, e (-caroteno, apresen
tando fendtipo albino quando desenvolvido em condicoes nor-
mais de luz, porém acumula clorofila quando desenvolvido em
condicoes de baixa intensidade luminosa (5,4 lux) sem, no en-
tanto, sintetizar carotendides (ANDERSON and ROBERTSON, 1960),
As plantas desenvolvidas no escuro apresentaram corpo prﬁwlﬁ
melar e protilacoides, tal qual o normal, e guando o mutante
era desenvolvido em condigoes de luz os plastideos apresenta-—
vam deficiencia de grana (BACHMANN et al.,, 1967, 1969). 0s mu
tantes [-carotenico e licopenico de milbo apresentam bios-—
sintese de carotendides defeituosa, alteragSes nos cleroeoplas-
tos e acumulam clorofila quando desenvolvidos em condigoes de
baixa intensidade luminosa (25-30 1lux), como determinado por

FALUDI-DANIEL et al., (1968), WALLES (1971), HORVATH e FALUDI -
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DANIEL (1971), WALLES e HUDAK (1975) e FALUDI-DANIEL (1975). O
mutante [-caroteénico apresenta [-caroteno, fitoeno e fitoflu
€nc como pfincipais carotentoides e os seus cloroplastos pos—
suem sistema lamelar pouco desenvolvido., 0 outro & denominado
mutante licopénico porque acumula licopeno, alBm de fitoeno e
fitoflueno. O sistema lamelar dos cloroplastos desse mutante
também & pouco desenvolvido, Alguns plastideos sao cromoplastos
contendo cristaloides que se encontram depositados dentro de
tilacBides expandidos. BRITTON (1976) considerou que esses mu-
tantes constituem uma evide€ncia genética de que a dessaturacao
do fitoeno e a reacao de ciclizacao dos carotenos nos tecidos
verdes estao sob o controle de genes nucleares. Por outro lado,
GYURJAN et al. (1978) constataram que os mutantes [—-caroténico
e licopenico sao deficientes em ribossomos 705 e rRNA e consi-
deraram que € diffcil determinar se essa deficiencia & um efei
to primirio ou secundiric da mutagdao, Segundo esses autores ?
anormalidades na sintese de pigmentos, sintese de acidos nu-~
cléicos e baixos niveis de atividade de ribulose-1,5-bisfosfa~
to carboxilase nesses mutantes sao possivelmente efeitos plejo
tropicos da defici@ncia na formag¢io de ribossomos, Também s&o
conhecidos mutantes em cevada que apresentam alteragoes na
biossintese de carotendides e alguns outros gque apresentam oS
mesmos carotendides encontrades no normal, porém com contetdo
bastante reduzide (NIELSEN and GOUGH, 1974). Esses mutantes
tambem apresentam,alteragges ultraestruturais nos cloroplastos
e cromoplastos que contém cristaloides (NIELSEN, 1974). Dois

mutantes de girassol deficientes em B-caroteno apresentan
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plastideos com forma ameboide e grana desintegrados (WALLES,
1965, 1966). Tem sido considerado que o R-caroteno & necessé
rio para a formacao de grana normais (WALLES, 1971; ROSINSKI
and ROSEN, 1972; GYURJAN et al., 1980 a) e existem evidencias
de gque o fB-caroteno esta intimamente associado com o funcio-
namento dos centros dos fotossistemas I e IT (ENAFF et al . ,
1977; SEARLE and WESSELS, 1978; OQUIST et al., 1980).
Cristaldides também tém sido observados em plasti =-
deos do pericarpo de frutos de plantas de diferentes espécies
como, por exemplo, os observados em frutos maduros de tomatei

ro, que acumulam licopeno (ROSSO, 1968; BEN~SHAUL and NAFTALI,

1969; HARRIS and SPURR, 1969 b). Cristaloides da corona de
Nareissus poeticus foram isolados e caracterizados por KHUN
(1970) como sendo cristais de f-caroteno, Segundo NIELSEN

(1974), os cristaloides sao derivados de membranas ou de glo-
bulos com composigﬁo especifica de carotencides dos plasti =
deos e sao produzidos como resultado de mutagao genética, tra
tamento com herbicidas ou diferenciacao de cromoplastos em
frutes., Alem disso, de acordo com esse autor, cristaldoides com
a mesma morfologia podem ser originados da acumulacao de dife
rentes carotenoides,

Algumas proteinas lamelares também sao importantes
para a organizagao molecular dos sistemas de pigmentos fotos-
sintéticos e estao sob o controle de genes nucleares e do clo
roplaéto (NASYROV et gl., 1975; GILLHAM, 1978). Sabe-se que
‘mutagoes do genoma do cloroplasto ou do genoma nuclear podenm

afetar a atividade dos fotossistemas I e II (NASYROV, 1978) ,
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No entanto, o controle genético da diferenciacao dos fotossis
temas I e II ainda nao est3 esclarecido. Por outro lado, tem
sido admitido que as unidades dos fotosgsitemas T e II consis-
tem de entidades funcionalmente organizadas compostas por um
centro fotoquimico associado com uma antena coletora de fo-
tons, esta apresentando clorcofila ¢ carotenbides {GOVINDJEE
and GOVINDJEE, 1975). Considerando-se o fotossistema II, tem
sido demonstrado que, na maioria dos organismos, durante a di
ferenciagao das membranas fotossint8ticas o desenvolvimento
do fotossistema II parece ocorrer pela adig'éo progressiva de
moleculas de clorofila recBm-sintetizadas aos centros de rea-
¢ao previamente formados (HERRON and MAUZERALL, 1972; EGNEUS
et al ., 1972; HENNINGSEN and BOARDMAN, 1973;-DUBERTRET and
JOLIOT, 1974; CAHEN et al., 1976; MELIS and AROYUNOGLOU, 1977
AKOYUNOGLOU, 1977). Segundo MELIS e AKOYUNOGLOU (1977) a for-
magao desses centros precede a formacho dos grana em plasti
deos em desenvolvimento. Também tem sido bastante discutida a
localizagao da atividade desses sistemas de pigmentos nas mem
branas internas do cloroplasto, principalmente em relacao ao
fotossistema II. Estudos realizados por HOMANN e SCHMIDE
(1967) em um mutante amarelo de Nicotiana tabacum que nao apre
senta grana nos cloroplastos mostraram alta atividade do fo-
tossistema I, mas fotossistema II inativo. Esses autores su-
geriram que a atividade do fotossistema II requer a jungao de
tilacoides. Iniciando-se com os dados de HOMANN e SCHMIDE(1967},
que estao entre os primeiros pesquisadores a levantarem a

hipotese de que a atividade do fotossistema II esti associada
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com a formagao de grana, numerosos trabalhos foram reali?ados
nesta area utilizando cloroplastos de plantas normais e mutan
tes. Entretanto, esta correlagao ainda nao esta totalmente
esclarecida. Alguns mutantes de Chlamydomonas reinhardii mos=-
traram uma correlagao direta entre a atividade do fotossiste-
ma II e a ocorrencia de grana (SEMENOVA et al., 1977). Entre-
tanto, um outro mutante dessa mesma espécie, estudado por
GOODENOUGH e LEVINE (1969), no qual nao foi observada a ocor-
reéncia de grana, mostrou atividade de fotossistema II nos clo
roplastos. Em um mutante de cevada que nao possui clorofila b
existe atividade de fotossistema II, embora tenham sido obser
vades poucos grana nos cloeroplastos (BOARDMAN and HIGHKIN,
1966)., HIGHKIN et al. (1969) observaram que um mutante de er-—
vilha (PZsum sativum) que possuia uma alta relagao clorofila
a/b apresentava alta atividade de fotossistema II, entretan—
to, o fotossistema IT mostrou-se mais reduzido nesse mutante
do que o fotossistema I. Os cloroplastos desse mutante apre -
sentaram poucos grana e poucos tilacoides por grana. Por ou-
trq lado, nos mutantes de cevada ricos em grana, estudados por
NIELSEN ez agl. (1979), nao foi observada correlaggo entre a
quantidade de grana e a atividade do fotossistema II, Numero-
sos trabalhos com cloroplastos em diferenciacao tem revelado
interrelagoes estruturais-funcionais e tEm-se evidéncias de
que a sequéncia de desenvolvimento que ocorre durante a bios-—
sintese das membranas inclui o aparecimento primeiramente da
atividade do fotossistema I e posteriormente do fotossistema

I, tendo sido sugerido que as lamelas intergrana representam
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regioes incompletamente diferenciadas das membranas do cloro-
plasto (SESTAK, 1969; FALUDI-DANIEL et gl., 1970; PHUNG-NHD-
HUNG ¢t aql., 1970; HILLER and BOARDMAN, 1971; PARK and SANE ,
1971; EGNEUS et al., 1972; KARAPETYAN et al., 1975; ARNTZEN
and BRIANTATS, 1975). Quando os cloroplastos sao fragmentados
por meios mecﬁnicos, a fragao leve de membranas corresponden-
te as lamelas intergrana, apresentam uma atividade muito bai-
xa de fotossistema II, em contraste com a fragao pesada, que
€ considerada correspondente aos grana, onde a atividade € al
ta (SANE et aql., 1970; PARK and SANE, 1971; ARNTZEN et al .,
1972; GAZANCHYAN et al., 1975; ARMOND et al., 1977; ARMOND
and ARNTZEN, 1977)., Anklises da sub-estrutura das membranas
do sistema lamelar do cloroplaste, utilizando a tecnica
"freeze~fracture” para microscopia eletronica, tém mostrado
a ocorrencia de particulas intramembranosas, possivelmente en
volvidas com a atividade fotoquimica. Tem sido observadas di-
ferengas entre o padrao de organizagao das membranas das lame
las intergrana e dos tilacoides. Correlacionando os resulta-
dos obtidos atraves de analises da sub-estrutura das membra -
nas com dados obtidos por meio de andlises bioqufmicas- dos
fragmentos de membranas dos cloroplastos, tem~se tentado asso
ciar algumas dessas particulas com o fotossistema II e sua
antena de pigmentos~proteimas (MILLER et al., 1976, 1977; ARN
TZEN et al., 1974; ARMOND and ARNTZEN, 1977). Tem sido obser-
vado.um padrao de distribuigao nao uniforme das particulas in
tramembranosas nas lamelas examinadas pela tecnica de "freeze-

fracture”. A maioria das particulas, possivelmente associadas
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com o fotossistema II, estd localizada nas regioes de jungao
dos tilacOides e, além disso, nessas regioes essas particulas
sao consideravelmente maiores do gue aquelas das lamelas sim-
ples (ARMOND and ARNTZEN, 1977). Por outro lade, MILLER et
al. (1977) sugeriram que a juncao de tilacbides para formar
0os grana requer uma concentragao critica de particulas na fa-
ce das lamelas do cloroplasto onde supoe-se estar localizado
o fotossistema II. Esses dados evidenciam a hipotese de gue
as lamelas do estroma representam regioes incompletamente di-
ferenciadas das membranas do cloroplasto e justificariam a
baixa atividade do fotossistema II observada na fragao leve
dos fragmentos de membranas. Alguns autores consideraram que
possivelmente a juncac dos tilacbides aumenta a eficifneia da
transferencia de energia entre os fotossistemas I e II (SUN
and SAUER, 1972; WANG and PACKER, 1973; STAEHELIN, 1975),
Varios pesquisadores tém realizado estudos citoquimi
cos utilizando a tecnica do ferricianeto como aceitador de
elétrons (KERPEL-FRONIUS and BAJOS, 1968), a qual tem sidouti
lizada para localizar a atividade do fotossistema II em cloro
plastos normais de espinafre (HALL et «l., 1971; NIR and
PEASE, 1973; KIRCHANSKI, 1976), de Ceratodon purpureus (VA-
LANNE, 1976) e de milho (LAURITIS and PRIOLI, 1979). A reagao
de Hill & desenvolvida em presenca de ferricianeto e sulfato
de cobre e e possivel observar que o ferrocianeto formado pe-
la fotorredugao se precipita como ferrocianeto de cobre em de
positos grandes, visiveis em preparacoes para miscroscopiaele

tronica. HALL et al. (1971) observaram esses depositos nos
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grana e nas lamelas intergrana e concluiram que o fotossiste-
ma II apresenta atividade em ambas as regices lamelares. No
entanto, esses autores ressaltam tambeém a possibilidade do
ferrocianeto de cobre se deslocar de seu sitio inicial de re-
dugao para um outro ponto da membrana. Entretanto, os resulta
dos obtidos por NIR and PEASY (1973), KIRCHANSKI (1976), VA~
LANNE (1976) e por LAURITIS and PRIOLT (1979) nao concordam
com os obtidos por HALL et al. (1971) e sustentam a hipotese
de que a atividade do fotossistema II esta associada com a
formagao de granum (HOMANN and SCHMIDE, 1967; SANE et al . ,
1970; PARK and SANE, 1971; GAZANCHYAN et al., 1975). No entan
to, apesar dos numerosos estudos realizados nesta area, a
questao da localizagao da atividade funcional do fotossiste -

ma IT ainda & discutida.
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3. MATERYAL E METODOS

3.1 Material bioldgico e condigOes de crescimento
Foram utilizadas duas classes de mutantes deficientes
em clorofila, selecionadas pelo Prof. Dr. William Jose da Sil
va, do Departamento de Genética e Evolugao da Universidade Es

tadual de Campinas. Esses mutantes apresentam segregaggo men-

deliana do tipo monofatorial, sao letais, sobrevivendo até
aproximadamente quinze dias apdos a emergencia, quando estao
no estagio de terceira ou quarta folha. Tais mutantes 5ao

mantidos atraves ‘de autofecundaggo-de plantas heterozigotas e
sao denominados: (1) Albino - mutante branco, Fol selecionado
a partir de uma progénie S1 da variedade sintetica Asteca pro
lifice, de endosperma dentado, produzida pelo Instituto Agro-
nomico de Campinas, designada 4st.329-1, (2) Luteus - Foram

utilizadas duas linhagens diferentes dessa classe de mutantes
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denominadas futeus I, que possui cor amarela, (Figura 2)‘ e
luteus 11, que & amarelo-esverdeade (Figura 3). O mutante lu-
teus I foi selecionado a partir de uma progénie 84 de uma va-
riedade sintetica denominada Composto Duro, de endosperma flint,
produzida pelo Instituto de Genetica de Piracicaba, designada
CD-1-3. 0 luteus I foi selecionado a partir de uma progénie
S1 de uma variedade sintetica, de endosperma semi-dentado, de
nominada WP-12, produto do cruzamento de tipos Tuxpenos e
flints da América Latina, selecionado no Instituto de Genéti-
ca de Piracicaba, designada WP-12-~32-7. As linhagens isogeni-
cas, segregando apemnas para o loco que condiciona alteragoes
nos cloroplastos, foram mantidas por autofecundagﬁo, desde
1974, na Area Experimental da Universidade Estadual de Campi-
nas, Em cada geragao, antes do plantio no campo, retirava-se
uma amostra de 10 sementes que eram plantadas em copos plasti
cos na camara de germinacao. Isso foi sempre feito para iden~-
tificacao das espigas provenientes de plantas heterozigotas
para o loco em questao. De cada uma dessas espigas eram entao
amostradas 75 sementes para o plantio de uma proggnie em 1li-
nhas de 10 m de comprimento no campo, onde novamente as plan-
tas eram autofecundadas,

Utilizando-se essa tecnica pudemos comparar, nos
tres casos, o mutante deficiente em clorofila e o respectivo
normal com o restante do genotipo comum para os dois tipos,
pois tratavam-se de linhas isogenicas, segregando apenas para
o loco que condiciona alteracoes nos cloroplastos, As plantulas

foram desenvolvidas em copos plasticos contendo uma mistura
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de terra/areia na proporgao de 3:1 e regadas diariamente  com
solucao nutritiva de Hoagland diluida com agua destilada (1:3)
para prevenir possivel deficiéncia mineral. As plantulas foram
cultivadas em camara de crescimento com temperatura de 28°C z
1 (dia) e 250@C I (noite), fotoperiodo de 12 horas e ilumina-
cao artificial proveniente de 16 lampadas fluorescentes 40 W e
4 lampadas incandescentes 40 W. Diferentes intensidades lumino
sas foram obtidas atraves de sombreamento utilizando-se gaze
branca. As amostras foram coletadas de plantulas em estagio de
terceira folha, dez dias apos emergencia.

Numa fase preliminar foram utilizadas varias condi-~-
coes de luminosidade na expectativa de se encontrar um PpoSsi-—
vel efeito da intemsidade luminosa no desenvolvimento dos clo-
roplastos a nivel de conteudo de clorofila e alteragoes ultra-
estruturais e, entao, estabelecer uma condigao de crescimento
para as analises subsequentes. Assim, algumas plantulas foram
desenvolvidas sob intensidade luminosa de 25-30 lux, outras
sob intensidades luminosa de 1000 lux e outras, ainda, sob in-
tensidade 1ﬁminosa de 10000 lux. Esses pontos foram escolhidos
porque correspondem a intensidades luminosas que tem sido uti-
lizadas em varios estudos de mutantes deficientes em clorofila
(FALUDI-DANIEL et al., 1968; HORVATE and FALUDI-DANIEL, 1971;
WALLES, 1971; TRAVIS et al., 1975; SMILLiE et ql., 1977; PRI-
OLI et al., 1978; SHORTESS and AMBY, 1979). 1Isso foi feito
para garantir uma melhor comparagéo dos mutantes estudados
no presente trabalho c¢om 0% degcritos na literatura. As

plantulas desenvolvidas nessas condigoes de crescimento foram
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utilizadas para analises da ultraestrutura dos cloroplastos e
determinagoes de protoclorofila e clorofila. Considerando-~se
que os resultados obtidos foram bastante\semelhantes para to-
das as condigoes de crescimento utilizadas, foi escolhida a
intensidade luminosa de 1000 lux para as analises de carote-
noides e determinagao citogquimica dos sitios de fotorredugao
de ferricianeto em todos os tipos mutantes e normais corres-
pondentes. As plantulas do mutante luteus II desenvolvidas em
condigoes de 25-30 lux apresentaram coloracao das folhas tao
semelhantes as plantulas normais desenvolvidas nessa mesma
condicao de luminosidade, ao ponto de tormar-se dificil dis-
tinguir um tipo do outro. Quando esse mutante & transferido
para intensidades luminosas mais altas (1000 lux e 10000 1lux)
as plantulas normais adquirem cor verde intensa, enguanto gque
0 mutante mantem~se amarelo—esverdeado. Assim sendo, Jjulgou-
se de interesse analisar a ultraestrutura dos cloroplastos e
o conteudo de pigmentos fotossintéticos desse mutante desen=
volvido em uma condigao de luminosidade bastante alta para fa
vorecer maior produgao e também maior fotodestruigao da cloro
fila. Para fanto foram utilizadas plantulas cultivadas no cam
po. Em todos os experimentos a coleta das amostras somente
foi efetuada apos um periodo de iluminagao de aproximadamente
4 horas. Todas as folhas de cada plantula foram utilizadas pa

- - L » -
ra as analises quimicas e ultraestruturais.

3.2 Microscopia

3.2.1 Ultraestrutura dos cloroplastos
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Para uma analise dos varios estagios de desenvolvi-
mento dos cloroplastos dos mutantes, comparados com oS das
plantulas normais correspondentes, foram coletadas amostras
para microscopia eletronica de folhas desenvolvidas sob inten
sidade luminosa de 1000 lux. Para tanto, o coleoptilo e a pri

meira folha foram retirados e as amostras foram coletadas das

regioes basal, mediana e ponta da segunda folha (LEECHE et
al., 1973), considerando-se que estudos realizados em milho
mostraram uma sequéncia de desenvolvimento desde proplasti-

deos atée cloroplastos maduros nas folhas em crescimento, ini-
ciando*se nas celulas mais jovens, qgue sao as da base da fo-
lha, ate as mais velhas, que sao as da ponta da folhas {(ANDER
SEN et aql., 1972; LEECH et gql., 1973). Para a analise das
plantulas desenvolvidas nas outras condigoes de intensidade
luminosa, foram rétiradas amostras da regiao de 1 a 2,5 cm da
ponta das folhas das plantulas normais e mutantes albino, lu-
teus I e luteus II. Essas plantulas foram desenvolvidas sob
intensidades luminosas de 25-30 lux e 10000 lux, alem do mu-
tante luteus II e normal correspondente desenveolvidas no cam—
po. Para esta analise foi escolhida a regiao da ponta das fé—
lhas considerando-se que & o local onde os cloroplastos ja es
tao mais maduros (ANDERSEN et al., 1972; LEECH et al., 1973).
Os especimes (1-2 mmz) foram fixados com glutaraldeido 4% (sA
BATINI et al., 1963) em tampao cacodilato de sodio 0,15 M

(pE 7,4) contendo CaCl, 5 mM, durante 2-3 horas a 49C. Nos

2

primeiros 30 min. os especimes foram mantidos sob vacuo para

facilitar a penetragao da solugao fixadora. A seguir, foram
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lavados durante 45 min. (3 x 15 min.) em tampao cacodilato de
sodio 0,15 M (pH 7,4) contendo CaCl, 5 mM e entao pos—fixados
com OSO4 2% no mesmo tampao por 2 horas .a 259C. Posteriormen-
te os espécimes foram lavados com agua destilada durante 1 ho
ra (3 x 20 min.) e desidratados em gradiente de acetona, como
se segue: 30Z - 10 min., 50%Z - 10 min., 707 - 15 min. e 100%
3 x 20 min.. A inclusao foi feita em mistura Epon/Araldite
(MOLLENHAUER, 1964) seguindo-se a composicao: Epon 812 25%, a
nidrido dodecenilsuccinico (DDSA) 55%, Araldite-6005 157, di-
butil ftalato (DBP) 0,57 e benzildimetilamina (BDMA) 4,5%. Co
mo solvente para essa mistura utilizou—-se acetona nas seguin-—
tes proporc¢oes (resina:acetona): 1:3 - 15 min., 1:1 - 50 min.
e .3:1 aproximadamente 12 horas. Os espécimes foram entao in-
cluldos em resina pura e deixados durante 24 horas a 3sec,
sendo posteriormente mantidos em estufa a 609C por 48 horas.
Cortes finos {1 ﬁm) para microscopia optica e ultra-
finos (60-90 nm) para microscopia eletronica foram obtidos
com navalhas de vidreo em um ultramicrotomo Porter—-Blum MT-1.
Qs cortes finos foram corados com azul de toluidina 0,5%‘ em
solugao de borax 1% e os ultrafinos, montados em telinhas de
cobre, foram contrastados com acetato de uranila 2% (WATSON,
1958) seguido por citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963). As mi-

crografias eletronicas foram obtidas em um microscopio Zeiss,

modelo EM 95-2.,

3.2.2. Citogquimica

Com o objetivo de localizar a atividade funcional do
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fotossistema II, sitios de fotorredugﬁo nos cloroplastos fo-
ram detectados com ferricianeto como aceltador de eletrons
utilizando a mistura de reagéo-formulad% por KERPEL-FRONIUS
and HAJOS (1968), modificada por HALL et gZ.(l971) e esta
por LAURITIS -e PRIOLI (1979). A mistura de reagao basica
constituiu dos seguintes componentes em concentracoes finais
de: tartarato de sodio-potassio 0,3 M, tampao fosfato Soren-
sen (pH 7,4) 20 mM, sulfato de cobre 20 mM, ferricianeto de
potassio 2 mM e dimetilsulféxido (DMSO) 10Z (v/v). Os compos
tos foram adicionados na ordem citada completando um volume
final de 5 ml. DMSO foi adiciomado 3 mistura de reagao para
aumentar a permeabilidade das membranas e penetracao dos rea
gentes (GARREN, 1967; LEONARD, 1967), além de aumentar o flu
xo de eletrons (HANKER, 1975). Os controles consistiram de
incubagao dos espécimes em: (a) tampao fosfato Soremsen (pH
7,4) 0,1M, (b) mistura de reagao basica sem ferricianeto de
potassio, (c) mistura de reagao basica mantida no escuro e
(d) mistura de reacgao basica contendo 3-(3,4-diclorofenil)-
l.1-dimetilureia (DCMU), conhecido como um inibidor do trans
porte éietranico a nivel de fotossistema II.

Foram utilizadas amostras coletadas da regiao .. da
ponta das folhas de todos os tipos mutantes e plantulas nor-
mals correspondentes, desenvolvidas em intensidade luminosa
de 1000 lux. A epiderme inferior das folhas foi cuidadosa-
mente removida antes da fixagao para facilitar a penetragao
dos reagentes {(NIR and PEASE, 1973). Os especimes foram fixa

dos com glutaraldeido 4% (Polyscience, Inc. - EM grade) (SA-
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BATINI e¢¢ gl., 1963) em tampao fosfato Sorensen 0,1 M (pH 7,4)
por 2 horas a 49C. A estabilizacao das membranas dos tilacdi-
des através da fixagao com glutaraldeido aparentemente mantém
o grau de integridade estrutural necessaria para o fluxo de
elétrons (ARNTZEN et al., 1974; GIAQUINTA et al.,,1974). Nos
primeiros 30 min. a infiltracao foi feita sob vacuo em presen-—
¢a de luz e, posteriormente, os especimes foram mantidos no es
curo. Apos fixacao, em camara escura contendo uma lampada com
filtro de seguranga verde (VALANNE, 1976) localizada a uma dis
tancia aproximada de dois metros do local de trabalho e com os
recipientes envoltos em papel preto, os espécimes foram lava-
dos por 30 min. (3 x 10 min.)'em tampao fosfato Sorensen 0,1 M

(pH 7,4). A seguir, ainda no escuro, os especimes foram imer-

sos na mistura de reagao onde permaneceram por 30 min. cvpara
gue ocorresse a penetracao dos reagentes. A fotorredugao foi
feita com os especimes imersos na mistura de reagao em reci~

piente de vidro transparente colocados sobre o vidro de um vi=-

sor de slides com lampada fluorescente e iluminados de cima
(30 cm) com uma lampada incandescente de 100 W. Os especimes
foram levemente agitados enguanto expostos a luz por 30 min.

(LAURITIS and PRIOLI, 1979) e, apos a iluminacao, foram lava-
dos durante 90 min. (3 x 30 min.) no escuro com tampao fosfato
0,1 M (pH 7,4) para prevenir possivel contracao dos tilacoides
(NIR and PEASE, 1973). A seguir os espécimes foram fixados com
OSD4 2% no mesmo tampao por 2 horas a 49C e depois lavados com
agua destilada por 30 min. (3 x 10 min.). A desidratagao e a

inclusao foram realizadas como descrito mo Item anterior. As
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seccoes foram obtidas com navalhas de vidro em um ultramicrd-
tomo Porter~Blum MT-1 e examinadas, sem constrastacao poste-

rior, em um microscopio eletronico Zeiss, modelo EM 9S5-2,

3.3. Determinagao de pigmentos fotossintéticos

Foram realizadas determinacgoes de protoclordfila e
clorofila em todos os mutantes e normais correspondentes de-
senvolvidos sob intensidades luminosas de 25-30 lux, 1 000
lux e 10 000 lux e tambem do mutante luteus II desenvolvido
em condicoes de campo. Para as anéiises de carotenoides foram
utilizados todos o0s mutantes e normais desenvolvidos sob in-
tensidade luminosa de 1 000 lux e tambeém o mutante luteus II
desenvolvido sob intensidade luminosa de 25-30 1lux e no cam-

PO.

3.3.1 Protoclorofila e clorofila

As folhas coletadas foram pesadas e cada amostra,
consistindo de aproximadamente 0,5 g, foil homoganeiéada em ace
tona fria 80% (v/v), utilizando um homogeneizador de vidro em
banho de gelo. 0 extrato foi filtrado utilizando-se papel de
filtro em um funil Buchner, submetido a pressao de vacuo. 0
resIduo no filtro foi lavado com o solvente por duas vezes e
o filtrado submetido a centrifugagao a 150 xg durante 5 min..
Imediatamente apos a centrifugagao, o sobrenadante foi utili=~
zado para as medidas de absorbancia a 663 nm, 645 nm e 626
nm, realizadas em um espectrofotometro Zeiss DMR-21. Sabe-se

que o protoclorofilideo e um composto que difere da protoclo-
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rofila apenas pela presenca de fitol na molecula deste ﬁltimo
e ambos absorvem energia luminosa nos mesmos comprimentos de
onda. Fenomeno semelhante ocorre com o.clbrofilideo em relagao
a clorofila g, compostos estes que diferem entre si apenas pe
la presenca de fitol na molécula de clorofila a, absorvendo e
nergia luminosa nos mesmos comprimentos de onda {BOGORAD,
1976}. Assim sendo, no presente trabalho o conteudo de proto-
clorofila foi considerado juntamente com o de protoclorofili-
deo e o conteudo de clorofila juntamente com o de clorofili-
deo, uma vez que esses compostos nao foram separados para u-
ma quantificagao individual. As determinacoes do conteiido de
protoclorofila foram feitas de acordo com as equacoes de AN-
DERSON e BOARDMAN (1964) e para as determinacoes do conted-
do de clorofila total, clorofila ¢ e clorofila b foram utili-

zadas as equacoes de ARNON (1949}, como se seguem:

Protoclorofila (mg/1l) = 29,60 D626 - 3,99 D663 - 6,76 D
Clorofila total (mg/l) = 20,2 D643 + 8,02 D633
Clorofila g (mg/1) = 12,7 D633 - 2,69 D645
Clorofila b (mg/1) = 22,9 D645 - 4,68 D663

As extragoes foram realizadas em c3mara escura utili
zando~-se uma lampada de segurancga verde para evitar fotooxidg
¢ao desses pigmentos e os recipientes contendo os extratos
centrifugados foram protegidos contra a luz até serem realiza

das as leituras espectrofotométricas.

645
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Folhas frescas (10-15 g) foram homogeneizadas em ace
tona fria p.a. utilizando-se um homogeneizador de vidro em
banho de gelo. A seguir, a amostra foi filtrada em papel de
filtro em um funil Buchner sob pressao de vacuo. 0 procedimen
to de extragao e filtracao foi repetido até o residuo adqui-
rir cor cinzenta evidenciando ausencia de pigmentos. Os fil-
trados foram combinados e o filtrado resultante foi adiciona-
do, aocs poucos, a aproximadamente 30 ml de hexano contido em

um funil de separagao. Com a adigao de agua destilada  foram

formadas duas fases e os pigmentos transferidos para o hexa-
no. A mistura acetona/agua, totalmente livre de plgmentos,
foi descartada e o extrato lavado por varias vezes com agua
destilada para eliminar completamente os residos de acetona.
0 extrato assim obtido foi saponificado em solugao
metanoclica de KOH 10% (1:1) por um periodo de 16-18 horas a
temperatura ambiente (25-289C) (RODRIGUEZ et al., 1976), no
escuro, em atmosfera de nitrogenio. O procedimento de saponi-
ficagao representa uma purificacao preliminar quando sao eli-
minadas clorofilas e também substancias nao identificadas que
poderiam interferir na posterior cromatografia de adsorcao,
além de ocorrer a hidrdlise de ésteres de carotenoides hidro-
xilados (DAVIES, 1976). ApoGs a saponificacao o extrato foi la
vado com agua destilada até eliminar completamente a solugao
alcalina. Os pigmentos dissolvidos em hexano foram entao seca
dos com sulfato de sodio anidro, utilizando-se aproximadamen-
te 5-10 g desse composto por 100 ml de soluggo (DAVIES,

1976). A seguir, o volume do extrato fol reduzido a aproxima-
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damente 5 ml utilizando-se um evaporador rotatdrio a vacuo ou
um fluxo continuo de nitrogénio guando o volume do extrato ja
era pequeno (10-20 ml).

Os carotenoides foram separados por cromatografia de
adsorcao em coluna. Foram utilizadas colunas de vidro {1 =
25 cm ou 2 x 25 em) como suporte para o adsorvente que consis
tiu de uma mistura de o6xido de magnésio e Hyflo Super Cel

(Fisher Scientific Co.) na proporgao 1:2 (RODRIGUEZ et al. ,

1976). Antes de adicionar o extrato foram depositados 4-5 g
de sulfato de sodio anidro na superficie do adsorvente para
remover algum possivel trago de Agua presente na solucao de

pigmentos. O extrato concentradoe (5 ml) foi aplicado no topo
da coluna que foi eluida sucessivamente com 50 ml de cada wum
dos seguintes solventes, na seqliencia: hexano 100%, eter eti-
lico 1, 2 e 5% em hexano, acetona 2, 5, 8, 10 e 12% em hexano
(ROﬁRIGUEZ et al., 1976). Imediatamente apos a- crOmatogréfi;.
as solugoes foram lavadas com agua destilada para retirar a
acetona. Todos os experimentos envolvendo carotenoides foram
efetuados com protecao contra luz direta para evitar fotooxi-
dacao desses pigmentos.

Os pigmentos foram identificados com base na ordem
de eluigao da coluna de cromatografia, espectro de absorcao
em hexano, etanol e cloroformio na faixa do espectro visivel,
valores de Rf em cromatografias de camada delgada analisados
em varias "“corridas"”, co-cromatografia com padrao de B-carote
no (8igma Chemical Co.) e resposta a testes quimicos de aceti

lagao, metilacao, desidratagao e identificagao de epoxidos.
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Para a determinagao do espectro de absorcao dos- caro
tenocides utilizou“s? um espectrofotOmetro Zeiss DMR-21. A
ocorrencia de fitoflueno, precusor de carotendides (GOODWIN,.
1976), incolor, foi verificada por exposigao dos cromatogra-
mas e das colunas de cromatografia, logo no Inicio da elui~
¢ao, a uma lampada de radiagao ultravioleta de conprimente de
onda longo, uma vez que esse composto pode ser assim detecta-
do por sua fluorescencia (DAVIES, 1976). Para ~determinacoes

dos valores de Rf foram realizadas cromatografias de camada

delgada utilizando-se placas de silica gel 60, 20 x 20 cm,

com 0,25 mm de espessura (cromatoplacas Merck-5721), em cubas

previamente saturadas por 30 min.. 0s sistemas de solvente
utilizados foram metanol 3% em benzeno (RODRIGUEZ et al.,
1973) e mistura de benzeno, acetato de etila e metanol (75:

20:5), sendo este ultimo sistema adequado para a separacao de
xantofilas em plantas superiores (DAVIES, 1976). Os testes
quimicos foram realizados de acordo com DAVIES (1976) utili=-
zando isoladamente os carotendoides ja separados através da
cromatografia em coluna.

Para a identificagao de grupos hidroxila primirios e
secundarios foi realizado um teste de acetilagao pela adigao
de 0,2 ml de anidrido ac&tico ao pigmento dissolvido em 2 ml
de piridina. A mistura de reacao permaneceu no e€S5cCuro em
atmosfera de nitrogenio por 18-20 horas a temperatura ambien-
te (20-289C). A seguir, foram adicionados 2 ml de hexano 3 so
lugao e o pigmento foi transferido para o hexano atraves  da

adigao de agua destilada e entdo submetido a cromatografia de
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camada delgada. A esterificacao dos carotencides hidroxilados
causa um acentuado decréscimo na afinidade de adsorcao. Este
teste de acetilagao & especifico para grupos hidroxila prima-
rios e secundarios, mas nao terciarios.

Para identificar grupos hidroxila alilicos secunda-
rios foi utilizado um teste de metilagao que consistiu da
adigao de 1-2 gotas de acido cloridrico 0,2 N em metanol a 5
ml de solugao do carotencide em metanol. A mistura de reacao
foi mantida a temperatura ambiente (20-280C) por 3 horas. A
seguir, o pigmento foil transferido para hexano com a adigao
de Egua e cromatografado.em placa de camada delgada. Quando
ocorre um aumento no valor do Rf significa que ocorreu a meti
lagao dos grupos hidroxila alilicos secundarios, sendo que es
te teste & especifico para este tipo de hidroxila.

Para identificacac de grupos hidroxila alilicos pri-
marios, secunddarios e terciarios conjugados foi utilizado um
teste de desidratagao por adigao de 1 ou 2 gotas de clorofor-
mio acidificado ao pigmento diluido em clorofdrmio. 0 cloro-
formio foi acidificado com acido cloridrico concentrado, fi-
cando a concentragao final do acido na mistura de reacgao em
torno de 0,005 N. Apos 30 min. determinou-se o espectro de ab
sorgao do carotenoide na faixa visivel. A desidratacao intro-
duz uma ligagao dupla no cromatéforo e essa alteragao, que po
de ser acompanhada de um rearranjo dos grupos alilicos, resul

ta na transferéncia da absorgao maxima para comprimentos  de

onda mais longos. Quando a desidratagao & 100% eficiente a al

teracao da absorcao maxima & de 10-16 nm por grupo hidroxila
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alilico. Além disso, a reagao positiva provoca um aumento no
valor do Rf do carotenoide, o gue foi testado em cromatogra-
fia de camada delgada.

Os testes para identificacao de 5,6 e 5,8 epoxidos
basearam-se em sua reagao com acido cloridrico. Para a identi
ficagao de 5,6 epoxidos, um dos experimentos consistiu da adi
¢ao de 2-3 gotas de acido cloridrico 0,1 N a 5 ml de solucao
etanolica do pigmento. Apds 3 min. o espectro de absorcao ma
faixa visivel foi determinado. Os 5,6-monoepdxidos sao carac-
terizados por uma alteragao no espectro de absorcao para com-
primentos de onda mais curtos (17-22 nm), assim como os 5,6,
5',6'-diepdoxidos (40 nm). Um outro teste conmsistiu da exposi-
gao dos carotendides em placa de silica gel 60, apos cromato-
grafia, a vapores de acido cloridrico por 2-5 min.. Para tan-
to, o acido cloridrico fumegante (3-5 ml) foi mantido em um
becker pequeno dentro de uma cuba onde se encontrava a placa
de cromatografia.

As determinagoes quantitativas foram baseadas na ab-
sorgao maxima dos carotendides diluldos em hexano, logo apos
a cromatografia em coluna. Para calcular a quantidade do caro
tenoide contido na solugao foi utilizada a formula abaixo, se

gundo DAVIES (1976):

1z 100
1 em

onde & € a quantidade do carotendide em gramas, £ &€ a extin-

¢ao, Y & o volume da solugao em ml e E }zcm & o coeficiente
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de extingao especifico do carotenoide. Para a quantificacao
do P-caroteno utilizou-se o coeficiente de extingao especifi-
co igual a 2592 em hexano e para luteina (3,3-dihidroxi-g-ca-
roteno) utilizou-se o coeficiente de extingao do g~caroteno
em hexano, igual a 2800 (DAVIES, 1976). Para as xantofilas
nao identificadas foi utilizado o coeficiente de extingao es-
pecifico do B-caroteno, considerando-se que possivelmente
tratam-se de carotendides sintetizados a partir do f-carote-

no.
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4, RESULTADOS
4.1 Distribuicao dos cloroplastos

Nas amostras da ponta das folhas das plantulas nor-
mais e mutantes analisadas podem ser reconhecidos cloroplas-
tos distribuidos nas células da bainha vascular e mesofilo.
(Figuras 4 ~ 9 ). Esses cloroplastos sao numerosos nas plﬁntﬂ
las norﬁais, enquanto que nos mutantes, aparentemente, sao um
pouco menores € OCOYTYem em menor numero do que nos normails
correspondentes. A redugao no numero dessas organelas parece

ser mailis acentuada no mutante albino (Figuras 8 e 9 ).

4.2 VUltraestrutura dos cloroplastos
4.2.1 Plastideos das plantas normais
A ultraestrutura dos plastideos normais de milho tem

sido estudada por muitos pesquisadores, como por exemplo,
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HODGE et ¢l., = citado em LAETSCH, 1974; JACOBSON et az.{ 1963;
KLEIN, 1560; ANDERSEN et al., 1972; LEECH et al., 1973; KIR-
CHANSKI, 1975. Nao foram observadas diferengas entre os cloro-
plastos das plantulas normais utilizadas como controle para os
mutantes em estudo, sendo gque apresentaram aspectos ultraestru
turais semelhantes aos citados na literatura.

Nas secgoes das amostras da regiao basal da folha os
proplastideos apareceram como corpos pequenos, alguns com a ma
triz relativamente nao diferenciada onde ocorrem poucas lame-
las, desenvolvimento de alguns grana rudimentares, algumas ve-.
siculas e plastogldobulos (Figuras 16, 45 e 71). Como & conheci
do, os proplastideos podem se diferenciar em cloroplastos du-
rante o desenvolvimento da folha (WHATLEY, 1978).

Nas células da regiao mediana da folha a maioria dos
cloroplastos apresentaram sistema lamelar bem desenvolvido,
tendo sido possivel observar cloroplastos da bainha vascular e
do mesofilo ja dimorfos. Os cloroplastos presentes nas celulas
da bainha vascular sao alongados, com sistema lamelar consti-
tuido por lamelas simples e, ocasionalmente, alguns grana rudi
mentares consistindo geralmente de 2-4 tilacoides (Figura 72).
Os cloroplastos do mesofilo apresentaram grana bem desenvolwvi-
dos, interconectados por lamelas intergrana (Figuras 17, 46 e
72). Em ambos os tipos de cloroplastos foram observados alguns
plastogldobulos distribuidoes no estroma, aléem do reticulo peri-

ferico que se apresenta como um Sistema de tubulos anastomosa-
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dos aparentemente contiguo a membrana interna do envelope do
cloroplasto (Figura 46).

Nas celulas da regiao da ponta da folha.das plantulas
normals desenvolvidas em condigoes de 1000 lux os grana dos
cloroplastos da bainha vascular se mantiveram, como & caracte-—
ristico, com poucos tilacoides (Figuras 20, 47 e 73), enquanto
que nos cloroplastos do mesofilo (Figuras 18, 19, 47, 48 e 73)
08 grana apresentaram, aparentemente, maior numero de tilacoi-
des em relacao aos da regiao mediana da folha. Esta observacao
foi comum para todos o0s normais analisados. As plantulas desen
volvidas sob intensidade luminosa de 10000 lux tambem apresen-—
taram sistema lamelar bem desenvolvido, como mostrado nas Figu
ras 32, 65, 80 e 81. Quando desenvolvidas em condigoes de 25-
30 lux, as plantulas apresentaram-se verdes, poreém com folhas
estreitas e longas, o que & um sintoma caracteristico de defi-
ciéncia de luz. Os cloroplastos dessas plantulas também apre~
sentam sistema lamelar bem desenvolvido (Figuras 10, 37-40, 66
e 69), mas entre eles foram observados varios cloroplastos um
pouco menos diferenciados (Figuras 11 e 41) e alguns apresen-
tando corpo pro-lamelar (Figuras 10, 39, 40 e 67). Os cloro-
plastos também mostraram—-se bem diferenciados nas plantulas
normais utilizadés como controle para o mutante luteus II quan
do desenvolvidas no campo {(Figuras 83 e 84). Foi possivel wvi-
sualizar reticule periférico, ribossomos, plastoglobulos e
graos de amido em varios cloroplastos, como mostrado, por exem

Plo, nas Figuras
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4.2.2. pPlastideos do mutante albino

Os plastideos do mutante albino nao sao uniformes em
sua ultraestrutura. Muitos deles sao multo pequenos e quase
nao apresentaram organizagao interna, enguanto que outros mos
traram sistema lamelar desenvolvido, porém defeituoso (Figu~
ras 12-15, 21-31 e 33-36).

Nas amostras da base da folha das plantulas desenvol
vidas em condigoes de 1000 lux, os proplastideos observados

sao muito semelhantes aos observados nesta mesma regiao nas a

mostras das folhas das plantulas normais. Em sua maioria eles
sao pouce diferenciados, possuindo poucas lamelas com desen-
volvimento de grana rudimentares (Figura 25),

Nas células da regiao mediana da folha desse mutante
e nés células da ponta das folhas das plantas desenvolvidas
nas diferentes intensidades luminesas, a maior parte dos plas
tideos quase nao apresentou organizacao interna, possuindo a-
penas algumas vesiculas ou poucas lamelas simples (Figuras 14,
21-23, 26, 27, 30, 33 e 34). Alguns desses plastidéos possuen
lamelas distribuidas na regiao periférica do estroma e nao
sao uniformes em densidade contendo regives mais densas aos
eléetrons, como mostrado na Figura 15. Algums poucos cloroplas
tos desse mutante apresentaram lamelas bem desenvolvidas, po-
rém com organizacao alterada. A alteracao ultraestrutural
mais caracteristica € a formacao de grana aberrantes resultan
tes de um aumento na extensao e, muitas vezes, no numero dos
tilacoides (Figuras 13, 28, 29, 31 e 35). Em quase todos 0s

cloroplastos desse mutante os tilactides que se encontram su-




pPerpostos parecem nao apresentar uma sinapse perfeita para
formar partigoes normais nos grana, como mostrado nas Figuras
13, 15, 24, 28, 29, 31 e 35, Alem disso, foram ocasionalmente
observadas descontinuidades nos tilacoides desses grana aber-
rantes (Figuras 15 e 24), aparentemente resultantes da degene
ragao dos mesmos. Algumas vesiculas e lamelas simples também
podem ser observadas nesses cloroplastos com grana aberrantes
(Figuras 13, 28, 29, 31 e 35), As lamelas geralmente se esten

dem longitudinalmente ao longo do cloroplasto e sao desconti-

nuas em alguns pontos. Em algumas regioes, pode-se observar
superposicao de duas lamelas, porém sem formar um granum tipi
co (Figuras 13 e 29). Alguns cloroplastos apresentaram 1lame-
las distendidas, muitas vezes superpostas, porem sem formar
granum (Figuras 12 e 36). Plastoglobulos foram observados dis
tribuidos pelo estroma ou acumulados em uma ou mais regioes
do cloroplasto, como mostrado nas Figuras 12, 23, 26, 28 e
30. Em varios plastideos com sistema lamelar pouco desenvolvi
do o numero de plastoglobulos observados foi consideravelmen-
te maior do que o observado nos cloroplastos normais. Fibri-
las densas aos elétrons, possivelmente DNA, ocorrem nas areas
menos densas do estroma (Figura 15). Alguns plastideos amebﬁi
des ocorreram nas amostras das folhas desse mutante. Ocasio-
nalmente foram observadas invaginacoes contendo mitocondria
nesses plastideos (Figura 22). Alguns plastideos das plantas

albinas desenvolvidas sob intensidade luminosa de 25-30 lux

apresentaram uma estrutura que poderia ser identificada como

um corpoe pro-lamelar, aparentemente nao muito diferenciado ou




55,

em degeneracao, uma vez que e semelhante ao corpo pro-lamelar
de alguns mutantes deficientes em clorofila, como o japonica

2 (ORSENIGO et al., 1976) (Figura 15). .

4.2.3. Plastideos do mutante luteus I

A principal caracteristica observada para a maioria
dos plastideos do mutante luteus T foi a ausencia de grana
(Figuras 42, 44, 35-59, 60 e 64)., Em todas as condigoes de lu
minosidade os cloroplastos desse mutante apresentaram lamelas
simples que, em sua maioria, atravessam longitudinalmente o
plastideo sem formar grana. Algumas dessas lamelas se organi-
zam paralelamente mantendo, entre §1, espacos mais ou menos u
niformes (Figuras 42, 57, 58, 61 e 63). Entretanto, foi obser
vada a ocorrencia de jungao de duas ou mais lamelas com a for
magao de grana rudimentares em alguns cloroplastos do mesofi-
lo, como observado nas Figuras 42, 43, 61, 63, 107 e 108. Oca
sionalmente foram observadas lamelas conceéntricas nos cloro-
plastos da bainha vascular, com espago intertilacoidal unifor
me (Figuras 58 e 59), Lamelas descontinuas szo comuns em am-
bos os tipos de cloroplastos, aparentemente com maior frequen
cia no mes6filo, como mostrado nas Figuras 42, 43, 57 e 58, A
lem disso, reticulo periféerico, ribossomos, fibrilas densas
aos eletrons, possivelmente DNA, e plastoglobulos foram obser
vados nos cloroplastos desse mutante, tendo sido comum a ocor
réncia de plastoglobulos acumulados em uma ou mais regioces do
estroma (Figuras 44, 56, 58, 60, 64 e 108). Em alguns cloro-

plastos com sistema lamelar poucc desenvolvido o numero de
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plastoglobulos observados foi aparentemente um pouco maior do
gue 0 observado mnas amostras das plantas normais (Figuras 56
e 64).

Quando as plantulas do mutante luteus I foram desen-
volvidas sob intensidades luminosas de 25-30 lux e 1000 Tux
observou~se plastideos semelhantes aos encontrados nas plan-
tas desenvolvidas nas outras condicoes de intensidade lumino-
sa, mas alguns plastideos contendo corpo pro-lamelar tambem
foram observados (Figuras 43, 51 e 52). Nas amostras das plag
tulas normais, ou mesmo dos outros mutantes, analisadas nao
foram observados plastideos com corpo pro-lamelar quando de-
senvolvidas sob intensidade luminosa de 1000 lux,.

Na base das folhas desse mutante foram observados
proplastideos semelhantes aos encontrados nesta mesma regiao
das folhas das plantulas normais, muitos deles contendo corpo
pro-lamelar e algumas lamelas simples (Figuras 49-51). Os
plastideos observados na regiao mediana da folha sao pouco de
senvolvidos e muitos deles apresentam corpo pro-lamelar (Figu
ras 52, 53 e 54). Em todas as condigoes de luminosidade foram
observados plastideos ameboides, contendo ou nzao mitocdndrias
nas invaginagoes, de modo semelhante aoc observado no mutante
albino I (Figuras 59 e 60). Alguns plastideos contendo numero
sas vesiculas (Figura 55) foram observados nesse mutante.

Em amostras de folhas do mutante luteus I, desenvol-
vido sob intensidade luminosa de 1000 lux foram observados
cromoplastos nas células da bainha vascular, como mostrado na

Figura 62. Esses cromoplastos sao do tipe em que os carote-
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noides ocorrem como cristaldoides que sao dissolvidos durante
a preparagao para microscopia eletronica e apenas a membrana
do tilacoide enrugado permanece. Esses cromoplastos sao bas-
tante raros e nao foram observados mas celulas do mesofilo.
Também nao foram observados nas amostras das plantas desse mu

tante desenvolvidas nas outras intensidades luminosas.

4.2.4 Plastideos do mutante luteus IT

Dos tres mutantes estudados o luteus II foi o que
mostrou, comparado ao normal, menores alteracoes ultraestrutu
rais nos cleroplastos quando desenvolvido sob as diferentes
intensidades luminosas em camara de ambiente controlado. Os
cloroplastos das células da bainha vascular sao, aparentemen-
te, normais (Figuras 75, 77 e 82 ). Nas células do mesofi-
lo os cloroplastos observados apresentaram sistema lamelar
bem desenvolvido, porém os tilacdides que formam os grana nao
sao uniformes em extensao e, como comsequencia, guase todos
08 grana mostraram~se um pouco diferentes em aparencia quando
comparados com os cloroplastos das plantas utilizadas como
controle (Figuras 78, 79 e 82). Além disso, muitos grana peque-~
nos possuindo apenas 2-4 tilacoides pequenos em extensaoc ocor
reram nesses cloroplastos (Figura78. ). 0Os grana desse mutante
apresentaram particoes aparentemente normais ao microscopio
eletronico, como pode ser observado na Figura 79 . As lamelas
intergrana mostraram=~se, em geral, descontinuas. Reticulo pe-
‘riferico, ribossomos e plastoglobulos foram observados. Quan-

do as plantulas do mutante luteus II foram desenvolvidas em
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condigaes de baixa intemsidade luminosa (25-30 lux), 08 -grana
apresentaram, com algumas exceg¢oes, um menor numero de tila-
coides do que os das plantulas desenvolvidas em condicoes de
1000 lux e 10000 lux (Figura 68). Alguns cloroplastos apresen
taram aclmulo de plastoglobulos, como pode ser observado na
Figura 70.

0s cloroplastos das plantulas desenvolvidas no cam-
po, sob intensidade luminosa bem mais alta do que as utiliza-
das nas condigoes de laboratdrio, apresentaram sistema lame-
lar pouco desenvolvido, com uma consideravel redugao no nume-
ro de grana e lamelas intergrana (Figuras 85 e 86).

Os cloroplastos da regiao mediana das folhas desen-
volvidas sob intensidade luminosa de 1000 lux parecem ter es-—
trutura semelhante aos observados nas amostras da ponta da fg
lha (Figuras 75 e 76). Os proplastideos encontrados na base da
folbha mostraram-se semelhantes aos observados nas plantulas

normais (Figura 74).

4.3 sitios de fotorredugao do ferricianeto

As amostras de tecido foliar das plantulas de milho
normais utilizadas como controle para os tres tipos de mutan-~
tes apresentaram, quando analisadas ao microscopio eletroni-
co, resultados semelhantes entre si e aos obtidos para esta
espécie por LAURITIS and PRIOLI (1979). Nos especimes - das
plantulas normais incubados em mistura de reagao completa com
exposigao a luz por 30 min. foram observados depositos densos
aos eletrons, em geral arredondados, localizados nos grana
dos cloroplastos (Figuras 87 - 90). Ocorreram tambeéem alguns de

positos grandes mnao especificos no estroma dos cloroplastos
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e, com menor frequencia, ne citoplasma (Figuras 87, 88 e 90 ).
Nao foram observados depositos semelhantes, especificos ou
nao especificos, nos controles com tampﬁo fosfato e mistura
de reagao sem ferricianeto de potassio, como mostrado nas Fi-
guras g3 g 94 . Os clorﬁplastos incubados por 30 min. na mis-—
tura de reagao sem exposicao & luz (Figura: 92 ) nao apresen=-
taram depositos especificos, o que confirma as " sobservacoes
feitas por outros autores (HALL et al., 1971; NIR and PEASE,
1973; KIRCHANSKI, 1976; VALANNE, 1976; LAURITIS and PRIOLI,
1379) de que a deposicao de ferrocianeto clprico nos grana &
uma reagao dependente de luz. Os depbsitos nao especificos o-
correram no estroma dos cloroplastos e no citoplasma apos in-
cubagaoc na mistura de reacao completa, tanto na presenca de
luz como no escuro. Segundo KIRCHANSKI (1976) e HALL et al.
(1971) esses depositos nao especificos provavelmente sao for-
mados por algum redutor endogeno do estroma. Os depositos nao
especificos que ocorreram fora dos cloroplastos possivelmente
foram produzidos também por reagéo com agentes redutores pre-—
sentes neste local. A deposigao de ferrocianeto de cobre mos
grana dos cloroplastos foi inibida pelo DCMU (Figura 91”), in
dicando que esses dep0ositos estaoc associados com atividade do
fotossistema II.

O0s resultados obtidos para a fotorreducao do ferri-
cianeto foram semelhantes para todos o0s mutantes e semelhan-

tes aos obtidos para as plantulas normais. Quando incubados
com mistura de reagao completa com exposicao a luz por 30

min. os cloroplastos dos mutantes albino, luteus T e luteus
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11 apresentaram produto de reagéo especifica somente nos gra-
na. No mutante albino, esses depositos especificos ocorreran
nos grana grandes como mostrado na Figura 95 . Entretanto, em
muitos cloroplastos desse mutante nao foram observados deposi
tos de ferrocianeto de cobre nos grana grandes (Figuras 9§ e
97 ). Nao foi observado produto de reacao especifica nos gra-
na dos cloroplastos desse mutante que apresentam sinapse im-
perfeita dos tilacoides. Também observou-se produto de reacgao
especifica nos grana rudimentares dos cloroplastos do mutante
luteus I, como pode ser observado nma Figura 104 ., Esses depo-
sitos especificos nao foram observadds nas lamelas simples dos
cloroplastos do albino e do luteus I. Além disso, quando os
plastideos desses mutantes eram desprovidos de granum, apre-
sentando apénas lamelas simples, nao se observou nessas lame-
las a ocorrencia de depdsitos de ferrocianeto de cobre (Figu-
ras 98 e 103 ), ocorrendo apenas os depdsitos nao especifi-
cos. Também nos cloroplastos do mutante luteus IT foi observa
do produto de reacao especifica somente nos grana, come @moSs-—
trado nas Figuras 7109 ¢ 110, De modo semelhante ao observado
para os tipos normais, no estroma dos plastideos de todos os
mutantes ocorreram depositos grandes nao especificos, que tam
bém foram observados com menor frequencia fora dos cloroplas-
tos (Figuras 95-98, 103, 104, 109 e 110 ). Esses depositos nao
especificos também foram observados nos espécimes incubados
na mistura de reagao completa sem exposicao a luz e mistura
de reaggo com DCMU, guando nao ocorreram depositos de ferro-
cianto de cobre nos grana (Figuras 99, 100, 105, 106, 111 e 112

). Nos controle com mistura de reacac sem ferricianeto de
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potassio e com tampao fosfato nao ocorreram OS depSsitos nao
especificos e nem os depositos especificos, descritos para as
outras condigoes de incubagao (Figuras1pl, 102, 107,108, 113 e

"114) . Assim, o0s resultados obtidos para os estudos da locali-
zagao citoquimica do fotossistema II utilizandoe ferricianeto
como aceitador de elétrons mostraram, tanto para os cloroplas
tos das plantulas normais como para os cloroplastos do mutan-—
te, sitios de fotorreducaoc de ferricianeto limitados aos gra-

na.

4.4 Pigmentos fotossintéticos

4.4.1 Protoclorofila e clorofila

Todos os mutantes sintetizam clorofilas a e b, poreéem
apresentam uma reducaoc significativa no conteido de protoclo-
rofila e clorofila em relagao aos normais correspondentes, co
mo relacionado nas Tabelas 1-4, A redugao no conteido desses
pigmentos ocorreu nos mutantes desenvolvidos nas diferentes
condigoes de luminosidade utilizadas nesse estudo.

Nas plantulas desenvolvidas em condigoes de baixa in
tensidade luminosa (25-30 lux) a redugao de protoclorofila
foi menos acentuada do que naquelas desenvolvidas. sob intensi
dades luminosas mais altas. Comparados as plantulas normais
correspondentes, os mutantes albino, luteus I e luteus II a-
presentaram, respectivamente, uma reduggo no conteudo de pro-
toclorofila de aproximadamente 807, 707 e 357, quando desen-
volvidos em condigoes de 25-30 lux, passando para aproximada~

mente 90Z, 957 e 607 em intensidades luminosas de 1000 lux e
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e 16000 lux. O mutante luteus II quando desenvolvido em ;ondi—
¢oes de campo mostrou uma redugao ainda mais acentuada no con
teudo de protoclorofila, ao redor de 80%.

A redugao no contefido de clorofila permaneceu mals
ou menos constante para as plantulas dos mutantes albino e 1u
teus 1 desenvolvidas nas diferentes intensidades luminosas,
ficando 2o redor de 90% e 97%Z, respectivamente. 0 conteudo de
clorofila no luteus II variou consideravelmente em quase to-
das as condigges de crescimento. Quando as plantulas desse mu
tante foram desenvolvidas em condigoes de baixa intensidade
luminosa (25-30 lux) o conteudo de clorofila foi reduzido en
aproximadamente 20%Z, passando para aproximadamente 60% em
1000 e 10000 lux e aproximadamente 87% em condicoes de campo,
niveis estes que parecem estar correlacionados aos observados
para protoclorofila. Quando s$e compara o conteudo de clorofi-
la das plantulas do mutante luteus II desenvolvidas em 25-30
lux com as plantulas desenvolvidas em 1000 lux e 10000 lux,
observa-se um consideravel aumento, de aproximadamente 1,6 ve
zes, no total de clorofila dessas ultimas, passando de O,sz
para 0,331 e 0,325 mg/g peso fresco, respectivamente. Porem
nas plantulas desse mutante desenvolvidas no campo, com condi
goes para uma maior sintese e também maior fotooxidagao desse
pigmento, o conteudo total baixou para 0,131 mg/g peso fres-
co, nivel inferior ao observado para a condigcao de 25-30 1lux.
As plantulas normais utilizadas como controle para o luteus
I1, quando desenvolvidas no campo, apresentaram o conteudo

mais elevado de clorofila total, 1,002 mg/g peso fresco.
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Quanto ao conteudo de clorofilas a e b, o mutante al
bino apresentou aproximadamente 12 vezes menos clorofila g e
cerca de 9,6 vezes menos.clorofila b do gque o normal}em todas
as condigoes de luminosidade. Uma vez que esse mutante mos-
trou-se mais deficiente em clorofila g do que em clorofila b,
a relacao clorofila a/b foi aproximadamente 1,25 vezes mais
baixa para o mutante, comparado ao normal correspondente. Nao
ocorreram diferencas sigmnificativas na relacao clorofila a/b
entre as plantulas do mutante luteus I e normais corresponden
tes desenvolvidas sob intensidade luminosa de 25-30 lux, uma
vez que a reducgao de clorofila a foi aproximadamente 43 vezes
e a de clorofila b foi de 46 vezes. No entanto, nas intensida
des luminosas mais altas a relacao clorofila a/b desse mutan-
te foi aproximadamente 1,4 vezes maior do que o normal. Para
o mutante luteus II e normal correspondente (Tabela 4), de-
senvolvidos em condigoes de 25-30 lux, foram observados valo-
res de clorofila q/b de 2,1 e 1,77, respectivamente. Portanto,
1,2 vezes maior para o mutante. Também para as plantas desen-
volvidas no campo esta relagao foi aproximadamente 1,2 wvezes
maior para o mutante. Entretanto, para condigoes de 1000 lux
e 10000 1ux o mutante luteus II apresentou aproximadamente
2,5 vezes menos clorofila ¢ e 2,6 menos clorofila » em rela-
¢ao ao normal, portanto uma diferenga nac significativa. As-
sim, o que se pode observar & que o mutante luteus II apresen
tou um decréscimo mais acentuado no conteiido de clorofila b
exatamente nas condigoes de crescimento em que a redugao de

grana nos cloroplastos tambem foi mails acentuada.
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4.4.2. Carotendides ‘

De modo semelhante a clorofila e protoclorofila nao
foi observada nenhuma diferenca qualitativa na composigao dos
carotendoides das plantas normais e mutantes. Na cromatografia
em coluna dos extratos das plantulas normais e mutantes os ca
rotendides foram separados em quatro bandas distintas, como
indicado na Figura 115. Nao foi detectada presenca de fito-
flueno por fluorescencia quando a coluna de cromatografia foi
exposta a radiacao ultravioltea logo no inicio da eluigao com
hexano puro. A banda seguinte, de cor amarela, foi eluida com
acetona 87 e as bandas 3 e 4 eluidas com acetona 103 e 127.
Essas duas tltimas Sandas mostraram-se amareladas, bem mais
claras do que as bandas anteriores e permaneceram muito prﬁxi
mas, tornando-se dificil uma separacao nitida. Pelo fato de
nao ter ocorrido uma boa separacao desses pigmentos nesse sis
tema de cromatografia e também por terem sido separados em
quantidades insuficientes para uma andlise qualitativa e quan
titativa mais acurada, os pigmentos das bandas 3 e 4 foram
combinados e separados posteriormente em cromatografia de ca-
mada delgada.

Os espectros de absorgao dos carotendides extraidos
das folhas das plantulas normais e mutantes, diluidos em hexa
no, estao apresentados nas Figuras 116 - 130 e os picos de ab=-
sor¢ao maxima estao relacionados na Tabela 5. Os carotenoides
cromatografados mostraram espectros de absorgao identicos pa-

ra todos os tipos mutantes e normais. O pigmento corresponden

te a primeira banda da coluna de cromatografia apresentou pi=
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cos de absorcao maxima caracteristicos de B-caroteno, com o
espectro de absorgao coincidente com a amostra de R-caroteno
(Sigma Chemiﬁal Co.) utilizada como padrao (Figuras 116, 119,
122, 125 e 128 ). 0 espectro de absorgao da banda 2 foi ca-
racteristico de luteina (DAVIES, 1976). A mistura das bandgs
3 e 4 apresentou tres picos de absor¢ac maxima principais a
472, 443 e 415 nm e um outro menos evidente a 395 nm. Como re
presentado nas Figuras (131 - 134, os carotenoides das bandas 1
e 2 diluidos em etanol e cloroformio também apresentaram es-
pectros de absorgﬁo identicos para todos os tipos mutantes e
normais, caracteristicos de fB-caroteno e luteina, respectiva-
mente. Os picos de absorgao maxima estao relacionados na Tabe
la 5. 0 espectro de absorgao dos carotenoides das bandas 3 e
4 combinadas e diluidas em etanol também nao apresentou dife-
rengas entre o5 tipos mutantes e mormais e esta representado
na Figura 135 .

Nao foram encontradas diferencas entre os valores de
Rf dos carotencides dos tipos mutantes e mormais submetidos
aos dois sistemas de cromatografia de camada delgada e esses
valores estao representados na Tabela 5. Os carotenocides pre-
viamente separados por cromatografia em coluna e depois recro
matografados em camada delgada,bem como os que foram detecta-
dos mnos extratos antes e apos saponificagao apresentaram valo
res de Rf coincidentes entre si. Esses resultados evidenciam
a nao ocorrencia de carotencides esterificados nos tipes mu-
tantes e mormals, uma vez que carotenoides esterificados apre

sentam menor afinidade de adsorgao e, consequentemente, maior
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valor de Rf em cromatografia de adsorgao (DAVIES, 1976)1 0
pigmento correspondente a banda 1 da coluna de cromatografia,
apresentou~se tambem como uma banda Unica ao ser recromatogra
fado, resultado este que indica ser apenas um carotenoide. Es
se pigmento apresentou valor de Rf idéntico ao 8-caroteno uti
lizado como padrao na co-cromatografia. Considerando-se esse
resultado,aliado aovs obtidos para os outros sistemas de croma
tografia e espectro de absorcao, o carotenoide contido na ban
da 1 foi identificado como B-caroteno. A banda ? se manteve
como uma banda unica nas cromatografias de camada delgada e
apresentou Rf bem mais baixo que a primeira banda, o que se-
ria caracterfético de carotenoide hidroxilado (xantofila). No
sistema em que foi uﬁilizada a mistura bemnzeno, acetato de e-
tila e metanol (75:20:5) como solvente, ocorreu a separagéo
dos carotenoides presentes na mistura das bandas 3 e 4 da cro
matografia em coluna em apenas duas bandas, o que indica tra-
tar-se apenas de dois carotenoides diferentes, uma vez que es
se sistema e adequado para a separagao de xantofilas (DAVIES,
1976). Essas duas bandas apresentaram valores de Rf de 0,28 e
0,13, respectivamente, valores esses bem mais baixos do que
para os outros pigmentos, demonstrando uma maior afinidade de
adsor¢ao, caracteristica de carotendides hidroxilados. Nao foi
detectada presenga de fitoflueno gquando as placas foram expos
tas a radiagao ultravioleta ap6s cromatografia.

Nos testes quimicos para identificagao do nimero, na
tureza e posigao de grupos funcionais também nao foram encon-

tradas diferencas entre os carotenoides dos tipos mutantes e
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‘mormais. O carotendide que constituiu a banda, 1 identificado
como B-caroteno, apresentou resultados negativos para os tes-
tes de acetilag%o, metilagao e desidratacao, uma vez gque, a-
pos reacao, nao foram observadas alteragoes nos valores de Rf
(Tabela 6) e também nao foram observadas altéragaes ne espec-
tro de absorgao apds desidratacao (Figura 131). Esses resulta
dos demonstram a nao ocorréncia de grupos hidroxila nesse pig
mento. Os resultados para o teste de identificagao de epoxi-
dos também foram negativos, uma vez que nao foram observadas
alteragaes no espectro de absorcao apodos a reacao com acido
cloridrico (Figura 133) e também nao houve modificacao da cor
desse carotencide na placa de eromatografia guando exposto
aos vapores de acido cloridrico (Tabela 7). Esses resultados
demonstram tratar-se realmente de um carotenoide nao hidroxi=-
lado e nao epoxido, confirmando tratar-se de BR-caroteno. Apos
acetilagao, 0 pigmento correspondente a banda 2 mostrou um
sensivel aumento no valor do Rf de 0,14 para 0,60. No cromato
grama também foi observada uma banda com cor amarela bem fra-
ca apresentando Rf 0,28 e que, possivelmente, trata-se do pig
mento parcialmente acetilado. Esse resultado demonstra a ocor
rencia de grupos hidroxila primirios e/ou secundarios no pig-—
mento em questao. Também foi constatada a ocorrencia de um
grupo hidroxila alilico atraves da reacao de metilacao, uma
vez que observou-se um aumento do Rf de 0,14 para 0,32, Apos
a metilagao ocasionalmente também foi observada uma banda mui
to fraca com Rf 0,67, tratando-se, possivelmente, de algum

produto de degradagao do pigmento durante a reagao. Uma vez




68,

que o carotendide em questao mnao apresentou alteracao na afi-
nidade de adsorgao (Tabela 6) e no espectro de absorgEO (Figg
ra 132) apos desidratacgao, ficou demonstrado que nao possui
grupos alilicos conjugados. 0Os resultados foram nmegativos pa-
ra os testes de identificacao de epoxidos, uma vez que nao
houve alteragao da cor desse carotendide para azul ou azul-
esverdeado ao ser exposto aos vapores de acido cloridrico na
placa de cromatografia e também nac houve alteracoes no espec
tro de absorgao desse pigmento diluido em etanol, apds reacao
com acido cloridrico (Figura 134). Com base mnos resultados
obtidos para esses testes gquimicos, no espectro de absorggo e
tambem nos valores de Rf nos diferentes sistemas de cromato-
grafia, o carotenoide da banda 2 foi identificado comoc lutei-
na. Os pigmentos correspondentes as bandas 3 e 4 mostraram re
acao positiva para os testes de acetilacao (Tabela 6) demons-
trande que realmente tratam-se de carotenoides hidroxilados.
Levando-se em conta a baixa comcentragao obtida para esses ca
rotenaides, a sua resposta aos testes de metilagEO e desidra-
tacao nao foi considerada. Esses pigmentos apresentaram Tres-—
posta positiva aos testes de identificagao de epoxidos, com
alteragao da cor amarela dos carotendides para cor azulada.
Também ocorreu uma alteragao no espectro de absorgao da mistu
ra desses carotenoides para comprimentos de onda mais curtos,
aproximadamente 20 nm, apos reacao com acido cloridrico (Figu
ra 135). Esses resultados demonstram que os carotenoides das
bandas 3 e 4 sao epoxidos, além de serem hidroxilados e, como
nao foi feita uma identificagao mais acurada, foram considera

dos como "xantofilas nao identificadas".
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Os resultados das determinacoes quantitativas @05 ca
rotenoides estao relacionados nas Tabelas 8 e 9. Todos os mu-
tantes apresentaram redugoes consideraveis no conteldo total
de carotenoides, quando comparados com as plantas normais cor
respondentes. Nas plantulas desenvolvidas em condicoes de
1000 lux, o mutante albino apresentou aproximadamente 47 do
conteudo total de carotenoides apresentado pelo normal corres
pondente, enquanto que o luteus I apresentou 167 e o luteus
IT 33%. Quando desenvolvido no campo e em condigoes de 25-30
lux o mutante luteus I1 apresentou, respectivamente, cerca de
23% e 33% do conteudo total de carotencides observados para o
normal. No mutante albino o decreéscimo no conteitdo de B-caro-
teno, luteina e xantofilas nao identificadas foi bastante a-
centuado, principalmente para PB-caroteno, sendo de aproximada
mente 27, 10 e 8 vezes, respectivamente. 0 luteus I, por sua
vez, apresentou um decrésciﬁo de cerca de 8,5, 2,5 e 2,5 ve-
zes para B-caroteno, luteina e xantofilas nao identificadas,
respectivamente. A redugao no conteudo desses carotenoides
nas plantulas do mutante luteus II desenvolvidas em condigoes
de 1000 lux foi de aproximadamente 3,0, 3,2 e 2,0 vezes, res-
pectivamente. Como pode ser observado o B-caroteno foi o caro
tenoide mais reduzido em todos os mutantes desenvolvidos sob
intensidade luminosa de 1000 lux. A acentuada redugao no con-
teudo de B-caroteno foi ainda mais evidente para o mutante lu
teus II quando as plantas foram desenvolvidas em condigoes de
campo (5,7 vezes). Quando essas plantulas foram desenvolvidas

em condigoes de baixa intensidade luminosa (25-30 lux) a redu
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950 no conteudo de B-caroteno foi semelhante ao observado pa-
ra as xantofilas nao identificadas, enquanto que nao foi ob-
servado um decréscimo significativo para o conteudo de lutei-
na.

Pode-se notar que existe uma correlacao entre a redu
¢ao de clorofila e a reducio de carotendides, pois todos 0s
mutantes apresentaram deficiéncias significativas para essas
duas classes de pigmentos. As plantulas do mutante luteus 1

desenvolvidas sob intensidade luminosa de 1000 lux, assim co-

mo as do luteus II desenvolvidas no campo, apresentaram um de

créscimo mais acentuado no conteudo de clorofila em relacao
aos carotenoides {(Tabelas 8 e 9). Para o luteus I a relagﬁo
carotendides totais/clorofila total foi de 0,305, enquanto

gque para o normal foi de 0,060, portanto aproximadamente 5,0
vezes malor para o mutante., O luteus 11, por sua vez, gquando
desenvolvido no campo, apresentou uma relagao carotenoides to
tais/clorofila total aproximadamente 1,7 vezes maior do que a
apresentada pelo mnormal, Entretanto, nao foram observadas di
ferengas significativas entre as plﬁntulas do mutante luteus
IT e normais desenvolvidas sob intensidades luminosas de 25-
30 lux e 1000 lux. O unico mutante a apresentar uma relacao
carotendides totais/clorofila total menor, aproximadamente
2,0 vezes do que o normal, foi o albino.

Como pode ser observado, todos os mutantes apresenta
ram redugoes significativas no conteudo de pigmentos fotossin
teticos, embora nao tenham sido observadas diferencas qualita

tivas para esses pigmentos entre as plantulas normais e mutan
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tes atraves da metodologia utilizada. Além disso, & evidente
que a redugéo no contetudo de clorofila, carotenos e xantofi-
las e as alteragoes ultraestruturais e funcionais encontradas

para os mutantes estao correlacionadas.
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5. DISCUSSAO

Embora nao se tenha feito menhum estudo quantitativo
sobre o numero e tamanho dos cloroplastos, notou-se que o0s mu-
tantes albino, luteus I e luteus Il parecem apresentar uma pe-
quena reducao no numero e tamanho dessas organelas quando com-
parados as plantas normais. Aparente redugac nNo numero. e tama-
nho dos cloroplastos tem sido relatada para outros mutantes em
genes nucleares que causam deficiéncia em clorofila (WEIDNER
et al., 1976; PRIOLI et aql., 1978), mas nao tem sido verifica-
do se a mutagao realmente afeta o mecanismo de controle da di-
visao dos plastideos ou se & apenas a diferenciacao dos pro-
plastideos até cloroplastos que & limitada. Embora nao se te-
nha muitas informagoes a respeito & possivel que este seja um
efeito indireto da mutagao, uma vez que, como discutido por

POSSINGHAM {(1980), os processos de divisao e crescimento dos
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cloroplastos estao interligados com o metabolismo celular e,
possivelmente, do proprio cloroplasto. Em plantas superiores
tem sido constatado que a divisao dos plastideos gque contem
clorofila & o processd mais importante para a formagao de no-
vos cloroplastos durante o desenvolvimento das folhas de plan
tas expostas a luz (POSSINGHAM, 1980), mas a capacidade de ai
visao do plastideo & independente de seu estagio de desenvol
vimento (WHATLEY, 1980).

Foram observados plastideos amebd0ides com invagina-
goes contendo mitocdndria nas folhas das plantulas dos mutan-
tes albino e luteus I desenvolvidas em todas as condigoes de
luminosidade utilizadas. Interrelacoes entre cloroplastos e
mitocondrias tém sido relatadas. Observagoes ao microscopio
eletronico de cloroplasto da bainha vascular de milho e cloro
plastos do mesofilo de Hyptie sugveolens mostraram a ocorren-
cia de mitocondrias em invaginacoes do cloroplasto sob condi-
coes de baixa intensidade luminosa (0,16 mW. cm_z). No entan-
to as mitocondrias desapareciam das invaginacoes apds trans-
ferencia das plantas para condigoes de intensidade luminosa
elevada (5 mW. cm_z) (MONTES and BRADBEER, 1976). Entretanto,
para o albino e o luteus I foram feitas observacgoes de inter-
relagao plastideo mitocOndria em condigGes de intensidade lu-
minosa relativamente alta, aproximadamente 10 mW/cmz. Parece
que esses mutantes estao respondendo como se estivessem se de
senvolvendo sob condigoes de baixa intensidade luminosa, re-
‘sultando em mudangas conformacionais no plastideo possivelmen

te devidas a um sistema de captagao de energia bastante defi-
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ciente, WILDMAN et al. em 1962 (citado por WELLBURN and WELL-
BURN, 1979) observaram, ao microscopio de fase, a ocorrencia
de fusao entre mitocondrias e cloroplastos no parenquima pala
¢adico de Nicotiana excelsior e foi sugerido que a mitocon-
dria interage com o cloroplasto para iniciar a formacao de
g‘rz{os de amido (WILDMAN et al., 1974)., WELLBURN e WELLBURN
(1979) relataram a ocorrencia de fusao de plastideos e mito-
condrias em um mutante de cevada. A associagao dessas organe-
las nao foi observada, entretanto, nas amostras de folhas ana
lisadas no presente estudo.

0s tres mutantes, com fendtipos branco, amarelo e a-
marelo-esverdeado, apresentaram plastideos que possuem siste-
ma lamelar com diferentes graus de diferenciacao. Foram obser
vados plastideos com poucas vesiculas ou com lamelas simples
(albino e luteus I), cloroplastos com grana rudimentares {lu-
teus I) ou com sistema lamelar contendo virios grana, mas di-
ferindo do normal em alguns aspectos (luteus II),e também
cloroplastos com grana aberrantes (albino). E, portanto, evi-
dente que o desenvolvimento do sistema lamelar dos cloroplas-—
tos & bloqueadd em diferentes estagios intermediarios nos mu-~
tantes utilizados nesse estudo e, em alguns casos, levando a
um desenvolvimento anormal do cloroplasto. Os proplastideos
presentes na base da folha dos mutantes sao muito semelhantes
em sua organizacao ultraestrﬁtural aos proplastideos dessa
mesma regiao nas folhas das plantas normais, o que sugere que
o bloqueic deve se iniciar em estagios um pouco mais avanga-

dos da diferenciagac dos cloroplastos, tanto que, na regiao
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mediana das folhas ja sao observadas alteracoes wultraestrutu-
rais. Plastideos com sistema lamelar pouce desenvolvido e, ate
mesmo, com apenas poucas vesiculas tem sido observados em ou-
tros mutantes em genes nucleares que apresentam folhas com co-
loragao branca ou amarela, semelhantes aos mutantes albino e
luteus II aqui utilizados. Esses plastideos tém sido observa-
dos em mutantes deficientes em clorofila, tais como os que acu
mulam precursores de carotendides (BACHMANN et al., 1967,
1969; FALUDI-DANIEL et al ,,1968; WALLES, 1971; HORVATH and FA-
LUDI-DANIEL, 1971; WALLES and HORVATH, 1975), mutantes defi-
cientes em B-carcteno (WALLES, 1965, 1966), mutantes deficien-
tes em B-caroteno e xantofilas (NIELSEN, 1974; WALLES, 1963)
e também em mutantes que acumulam precursores de clorofila (RO
SINSKI and ROSEN, 1972; NASYROV, 1978).

Em plastideos do mutante luteus I observoﬁma ocorr@g
cia de lamelas com arranjo concéntrico. Tem sido verificada a
ocorrencia de lamelas concéntricas em outros mutantes com bai-
xo conteudo de clorofila como em Nicotiana (SCHMID, 1967), em
milho (BACHMANN e? al., 1967) e em cevada (SMILLIE et al.,
1577). Este arranjo das lamelas também foi detectado em outras
situagoes em que ocorre quebra da organizacio do sistema lame-
lar do cloroplasto, tais como tratamento com herbicida
(PALLETT and DODGE, 1980) e durante o desenvolvimento de cromo
plastos em frutos (LABORDE and SPURR, 1973). Dados semelhantes
foram obtidos em cloroplastos de plantas desenvolvidas em con-~
" digoes normais de luz e mantidas a 3°C durante 24 horas (KLEIN,

1960}, ou mesmo sob intensidade luminosa muito baixa por 24 ho
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ras (EILAM and XLEIN, 1962). Em ambos o0s casos a sintese - de
clorofila e, possivelmente de outros compostos, foi limitada.
Os autores sugeriram que as camadas concéntricas das lamelas
sao resultantes de um rearranjo das membranas em condigoes on-
de a sintese de alguns compostos & inibida. No presente traba-
lho as lamelas concéntricas foram observadas no mutante luteus-
I, que apresenta conteudo de pigmentos muito baixo, o que tam-
bém sugere uma correlagao entre a ocorréncia dessas lamelas e
limitagao na sintese ou aciimulo de pigmentos fotossint&ticos.
Foi observado que cloroplastos dos mutantes albino e
luteus I, com sistema lamelar pouco desenvelvide, parecem apre
sentar um aumento no numero dos plastoglobulos. Aumento no no-
mero de plastoglobulos tem sido observado em plantas desenvol-
vidas no escuro (SPREY and LICHTENTHALER, 1966; LICHTENTHALER,
1969; BARR and ARNTZEN, 1969), nos cloroplastos em degeneracao
durante a senescéncia (LICHTENTHALER, 1969 b; DODGE, 1970; DE
VECCHI, 1971; MLODZIANOWSKI and KWINTKIEWICZ, 1973 KHODASE~
VICH et al., 1978), em condigoes de deficiéncia de magneésio
(HALL et gl., 1972) e em alguns mutantes deficientes em cloro-
fila cujos .cloroplastos apresentam sistema lamelar pouco desen
volvido (BACHMANN et qgl., 1967; VALANNE and VALANNE, 1972) de
‘modo semelhante ao observado para o albino e o luteus TI. Tem
sido sugerido que os plastoglobulos podem funcionar como reser
vatorios de lipidios e outfos compostos de membranas que 530
utilizados durante a biossintese das membranas do «cloroplasto
ou que se acumulam durante a degradagﬁo das membranas (GREEN~-

WOOD et al., 1963; SPREY and LICHTENTHALER, 1966; LICHTENTHA-
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LER, 1968; KHODASEVICH et al., 1978).

Além dos cloroplastos com sistema lamelar pouco de=
senvolvido ou com ausencia de lamelas, o‘'‘mutante albino apre-
sentou cloroplastos que possuem grana aberrantes com tilacéi;
des grandes e, muitas vezes, com sinapse aparentemente imper-
feita. Provavelmente esses grana sao semelhantes em estrutura
aos grana aberrantes de outros mutantes deficientes em clorofi
la citados por SUSALLA e MAHLBERGC (1975) e aos observados por
outros autores, tais como JHAMB e ZALIK (1975), MILLERD et al.
(1979), TRAVIS et al. (1975), SMILLIE et al. (1977), SEMENOVA
et al. (1977), PRIOLI et al. (1978) e NIELSEN et al. (1979).
Eles nao tém sido interpretados como grana tipicos e tem rece-
bido diferentes denominagoes: "lamellar packages", "large
grana", "grandigrana", "magnograna", "spindle-form grana",
"giant grana", "dense bundles of lamellae", "compound grana",
"membrane stacks", "super—extended grana' e "powerful grana'.

Esses grana atipicos também tém sido observados em células in-

fectadas pelo virus do mosaico do tabaco (ARNQTT et al.,
1969), virus do vira-cabega do tomateiro (GASPAR et al.,
1981), induzidos por antibioticos (SRIVASTAVA et al., 1971;

CONDE et aql., 1975), herbicidas (NIELSEN, 1974), mutagenicos
quimicos (TRAVIS et al., 1975), mutacoes em genes do cloroplas
to (CONDE et al., 1975) e, como citado anteriormente, também
sao induzidos por mutacoes em varios genes nucleares. 0Os grana
observados no mutante albino sao considerados atipicos princi-
palmente pelo fato de apresentarem sinipse imperfeita, uma vez

que, segundo BACHMANN et gl. (1969), o empilhamento ou superpo

slgao de tilacoides nao & o Unico pré-requisito para a forma-—

¢ao de grana normais. Por outro .lado, alguns grana desse mutan
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te apresentam particgoes aparentemente normais.

Numerosos trabalhos relacionam a expressao dg muta
coes genéticas com alteracoes especificas na estrutura e no
conteudo de pigmentos nos cloroplastos., Existe, por exemplo,
uma correlagao entre o conteudo de clorofila e o desenvol-
vimento do sistema lamelar do cloroplasto (WETTSTEIN, 1958;
MACLACHLAN and ZALIK, 1963; SCHMID, 1967; DALE and HEYES,
1970; NASYROV et al., 1975). Nos mutantes analisados no pre-
sente estudo essa correlacgao foi claramente observada. 0 mu-
tante luteus II, que entre os mutantes analisados foi o que
apresentou o maior conteudo de clorofila em todas as condi-
coes de crescimento, aproximadamente 807 e 40% do contendo a-
presentado pelo normal quando desenvolvido em condicoes de
25-30 lux e 1000 e 10000 lux, respectivamente, possui cloro-
plastos com sistema lamelar bem mais desenvolvido do que o al
bino e o luteus I, desenvolvidos nas mesmas condicgoes de cres
cimento, quando apresentaram aproximadamente 107 e 3%, respec
tivamente, do conteudo de clorofila apresentado pelos normais
correspondentes. Além disso, no luteus II o teor de clorofila
foi mais baixo quando desenvolvido sob intensidade luminosa
de 25-30 lux e no campo, aproximadamente 0,202 e 0,131 mg/g
peso fresco, respectivamente, condigoes em que os cloroplas-
tos também apresentaram sistema lamelar pouco desenvolvido,
com poucos grana. A deficiencia em clorofila em mutantes pode
ser um efeito primario ou secundario da mutacao. Sao conheci-
dos mutantes que apresentam bloqueio em passos metabdlicos da
biossintese de clorofila, enquanto que em outros o efeito pri

mario da mutacao pode estar em uma via biossintética diferen-
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te que leva, indiretamente, a deficincia em clorofila (ANDER

SON and ROBERTSON, 1960; WALLES, 1963; FALUDI-DANIEL et gl.,

1968; FALUDI-DANIEL, 1975; NASYROV et qgZ., 1978; GILLHAM,
1978). Inibigao na biossintese de clorofila leva a formagao
de cloroplastos com sistema lamelar defeituoso (WETTSTEIN,

1963; ROSINSKI and ROSEN, 1972; NASYROV g3 al., 1975). Por ou
tro lado, alguns mutantes com cloroplastos defeituosos sao ca
pazes de sintetizar clorofila e, no entanto, nao acumulam es~
se pigmento, a nao ser em condicoes de intensidade luminosa
muito baixa (ANDERSON and ROBERTSON, 1960; FALUDI et al.,
1960; WALLES, 1963; FALUDI-DANIEL et ql., 1968). Uma vez que
esses mutantes apresentam bloqueios na biocssintese de carote-
noides, tem sido admitido que os carotendides tém um papel de
protegao contra a fotodestruicac da clorofila (ANDERSON and
ROBERTSON, 1960; FALUDI et al., 1960). Por outro lado, tem si
do demonstrado que a ausencia de outros compostos das membra-
nas, tals como proteinas e lipidios, pode também levar & per-
da da clorofila (NASYROV, 1978; GILLHAM, 1978; SHORTESS and
AMBY, 1975). Segundo MANETAS and AKOYUNOGLOU (1980) a clorofi
la livre & mais sensivel a fotodestruigao, sendo que a incor-
poragac nas membranas faz com que Se torne menos sensivel.
Nos mutantes albino, luteus I e luteus II a redugao no contel
do de clorofila foi acompanhada de uma redugzo mais ou menos
equivalente no conteudo de protoclorofila(ideo), mas nao foi
determinado se a redugao no contetudo desses pigmentos fol de-
vida a uma inibigaoc na sintese ou no aciumulo dos mesmos. E

evidente que no mutante II ocorre sintese de clorofila, embo-
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ra o contetido desse pigmento seja bastante reduzido, o que po
deria ser devido a uma inibigao parcial na sintese ou no act-
mulo desse pigmento. Os mutantes albino e luteus I nao acumu-
laram clorofila quando desenvolvidos em condigoes de baixa in
tensidade luminosa (25-30 lux), o que poderia indiecar um pos-
sivel bloqueio na sintese de clorofila, uma vez que mutantes
capazes de sintetizar clorofila acumulam esse pigmento quando
desenvolvidos sob esta intensidade luminosa, ou semelhante,
como & o caso dos mutantes W (ANDERSON and ROBERTSON, 1960),
licopeénico e £-caroténico (FALUDI-DANIEL et al., 1968
WALLES, 1971; FALUDI-DANIEL, 1975) em milho.

Tem sido admitido que a relagzo clorofila a/b tam-
bem esta associada com a agregagao de tilacoides para formar
grana (W00 et al., 1971). A relacao clorofila a/b no mutante
luteus II nao foi muifo diferente da observada para as plﬁntg
las normais. Apenas quando as plantulas do luteus I1 foram de
senvolvidas sob intensidade luminosa de 25-30 lux e no campo
a relacao clorofila a/b foi um pouco maior, aproximadamente
1,2 vgzes, do que a observada para o normal desenvolvido nes-
sas condigoes de crescimento. Analisando a ultraestrutura dos
cloroplastos do luteus II observa-se que nas condicgoes onde a
relagao clorofila a/b foi maior, ou seja, sob intensidade lu-
minosa de 25-30 lux e no campo ocorreu pouca agregacao de la-
melas para formar grana. Assim, a relacao clorofila a/b mante
ve-se mais proxima do normal quando o mutante apresentou sis-
tema lamelar com varios grana e mostrou-se um pouco mais alta

quando houve desenvolvimento de poucos grana. Esses dados es-
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tao de acordo com as observagoes de que a clorofila b esta as
sociada principalmente com os grana, enquanto gue a clorofila
g encontra-se distribuida nas lamelas simples e nos tilacobi-
des (THORNBER et ql., 1967; ARGYROUDI-AKOYUNOGLOU et al.,
1976). A correlagao entre o conteudo de clorofila b e a jun-
gao de tilacoides para formar grana ainda & duvidosa. GOOD-
CHILD et al. (1966) consideraram que a clorofila b nao tem pa
pel critico na formagao de grana. Havia porém a indicacao de
que o mutante de clorofila b utilizado por esses autores pos=-
suia grana menores e em menor numero do que o normal. Algumns
outros mutantes deficientes em clorofila b também apresenta-
ram desenvolvimento de grana (ROSINSKI and ROSEN, 1972; SA~
GROMSKY, 1875). Entretanto, proplastideos em desenvolvimento
nao possuem clorofila b quando ainda nao contém grana (ARGY-
ROUDI-AKOYUNOGLOU and AKOYUNOGLOU, 1970; ARGYROUDI-AKOQOYUNO-
GLOU et al., 1971). Em algumas plantas C4 analisadas por WOO
et al. (1975) foi demonstrado que a jungéo de lamelas para
formar grana & altamente dependente da relacao clorofila q/b.
As investigagoes realizadas por ARGYROUDI-AKOYUNOGLOU et agl.
(1976) evidenciam uma corr%ggo entre a sintese de clorofila b
e a formagao de grana em cloroplastos em desenvolvimento., NI-
ELSEN et gl. (1979) analisaram a composigﬁo ¢ a atividade das
lamelas de alguns mutantes de cevada ricos em grana e de ou-
tros mutantes desta mesma espécie contendo poucos grana e

constataram uma correlacao inversa entre a quantidade de gra

na e o valor da relaggo clorofila a/b. Apesar dos numerosos

estudos, ainda existem duvidas quanto ao possivel papel da
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clorofila b na formagao dos grana. A pequena redugao no _con=
tetido de clorofila b encontrada para o mutante luteus II asso
ciada a redugao no conteiddo de grana quando desenvolvido  no
campoe e sob intensidade de 25-30 lux parece evidenciar a hipé
tese de que a clorofila b esta associada com o desenvolvimen-—
to dos grana. Embora tenha sido observada uma correlagcao en-
tre a formagao de grana e o conteiido de clorofila b nos mutan
tes albino e luteus I, & dificil levar este fato em considera
¢ao, uma vez que o conteido de clorofila & muito baixo nesses
mutantes e a relacao poderia variar muito com numeros peque-
nes.

£ dificil étribuir o nao desenvolvimento do sistema
lamelar ou o sistema lamelar pouco diferenciado, assim como a
forma¢ao de grana aberrantes nos cloroplastos dos mutantes
analisados, apenas a deficiencia em clorofila, uma vez que os
resultados também mostraram uma significativa redugao no con-
teude de carotendides, Mutantes deficientes em carotenocides e
que acumulam precursores desses pigmentos, tais como 0s mutan
tes w3, f[-caroténico e licopénico em milho, tambem possuem
cloroplastos com poucos grana ou com grana anormais, alem de
um conteudo muito baixo de clorofila devido a fotodestruicao
desse pigmento (ANDERSON and ROBERTSON, 1960; WALLES, 1965,
1966, 1971; BACHMANN et al., 1967; FALUDI-DANIEL et al.,
1968; HORVATH and FALUDI-DANIEL, 1971; WALLES and HUDAK,
1975; GYURJAN et al., 1978). Sabe-se que a inibicao na sinte-
se dos carotendides através do uso de herbicidas também leva

a fotodestruigao da clorofila com consequente alteracao ultra
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estrutural nos cloroplastos (MORELAND, 1980). Por outro ‘1ado,
sao conhecidos mutantes de cevada deficientes em clorofila e
gue apresentam os mesmos carotenoides encontrados nas plantas
normais, poréem com contetdo bastante reduzido, cujos cloroplas
tos também apresentam alteragSes ultraestruturais (NIELSEN,
1974; NIELSEN e GOUGH, 1974). Analisando esses mutantes, NIEL-
SEN e GOUGH (1974) consideraram gque mutacoes afetando varias
etapas na sintese de protoclorofilideo podem estar, mas_néo ne
cessariamente, associadas com defeitos na sintese de caraote~—
nos. Esses autores sugeriram que moléculas de pigmentos e pro-
teinas se associam nas membranas de modo a levar a uma parcial
desrrepressao de enzimas envolvidas na sintese de clorofila,
alem de uma conservacao de precursores especificos da sintese
de B-caroteno. Nos mutantes albino, luteus I e luteus IT aqui
analisados nao foram detectadas diferencas qualitativas para
carotentides em relagao as plantas normais, ou seja, esses mu-
tantes acumulam os mesmos carotendbides apresentados pelas plan
tas normais, embora bastante reduzidos em seu contetdo. Essa
observagao sugere que 0s locos em estudo nao devem ter efeito
de bloqueio em etapas da biossintese dos carotencides, como su
gerido para os mutantes que acumulam precursores desses plgmen
tos (ANDERSON e ROBERTSON, 1960; FALUDI-DANIEL et al., 1968,
1975), porém uma anialise mais acurada para 0S precursores de
carotenoides se faz necessaria.

Nos tres mutantes analisados o carotendide que mos -
trou~se mais reduzido foi o B-caroteno, principalmente para o

albino e o luteus I, que apresentaram apenas cerca de 3% e
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10%Z, respectivamente, do conteiido desse pigmento apresentadoc
pelos normais correspondentes. Por sua vez, o albino e o lu-
teus 1 foram os mutantes gque apre#entaram as maiores altera-
¢coes na organizag%o ultraestrutural dos cloroplastos. Também
0 mutante luteus II, quando desenvolvido sob intensidade lumi
nosa de 1000 lux e principalmente quando desenvolvido no cam-
po, apresentou redugao considerivel no contetido de B-carote-
no, contendo apenas 337 e 15%Z, respectivamente, do conteudo
de B-caroteno apresentado pelo normal. Embora as condigoes de
desenvolvimento no campo sejam diferentes, em muitos aspec—
tos, das condigoes em camara de ambiente controlado, os cloero
plastos das plantulas normais utilizadas como controle para o
luteus II desenvolvidas no campo apresentaram—se semelhantes
em ultraestrutura aos cloroplastos dessas plantulas desenvol-
vidas nas condicoes de laboratorio. Entretanto, os cloroplas-
tos do mutante luteus II apresentaram uma consideravel redu-
¢ao no nilmero e tamanho dos grana comparados aos cloroplastos
desse mutante desenvolvido nas condicbes de ambiente controla
do com intensidades luminosas relativamente baixas se compara
das as condigoes de campo. Essas alteracoes possivelmente nao
sao devidas apenas a intensidade luminosa muito mais elevada
nas condigoes de campo, mas este fator deve ter influenciado
o desenvolvimento dos cloroplastos desse mutante. Paralelamen
te as alteragoes na ultraestrutura dos cloroplastos do luteus
IT desenvolvido no campo, observou—-se que a clorofila e os ca
rotendides sa3ao quantitativamente bastante reduzidos. Neo entan

to, a relagac carotencides totais/clorofila total sofreu um
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aumento significativo quando esse mutante foi desenvolvide no
campo, aproximadamente 1,8 vezes maior do que o normal, enquan
to que nas outras condicoes de crescimento essa relacao foi
muito semelhante ao normal, como pode ser observado nas tabe-
las 8 e 9. Alem disso, comparando-se os resultados obtidos pa-
ra os carotenoides totais no luteus II desenvolvido sob inten-
sidade luminosa 25-30 lux e no campo, nao ha uma alteracao sig
nificativa, tendo sido encontrado o conteudo de 16,8 ug/g peso

fresco e 15,9 pg/g peso fresco, respectivamente, Para a cloro-

fila, no entanto, a redugao foi mais acentuada em condicoes de
campo do gque em 25-30 lux, tendo sido observado o conteudo de
0,202 mg/g peso fresco e 0,131 mg/g peso fresco, respectivamen
te. Por outro lado, o normal utilizado como controle para o lu
teus Il apresentou um conteudo de clorofila de 0,255 mg/g peso
fresco quando desenvolvido em condigoes de 25-30 lux, enquanto
que no campo o conteudo desse pigmento foi de 1,002 mg/g peso
fresco. Esses dados sugerem uma maior fotodestruigao da cloro-
fila no mutante luteus II quando'desenvolvido no campo. Obser-
vou-se também que entre os carotencides do luteus IT desenv&lw
vido mo campo, o R-caroteno foi o mais reduzido, sendo que 0
mutante apresentou apenas cerca de 157 do conteudo desse pig-
mento apresentado pelo normal desenvolvido nessa mesma condi-
gao de crescimento. Nas plantas desenvolvidas em condigoes de
25-30 lux e 1000 lux a reducao no conteiddo de B-caroteno no mu
tante luteus II foi de aproximadamente 507 e 70%, respectiva-
mente. Considerando-se que o R-carotenc & necessario para a

formacao de grana normais (WALLES, 1971; ROSINSKI and ROSEN,
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1972; GYURJAN et al., 1980), o baixo contetndo desse pig@ento
sem duvida afeta a formacao dos grana nos mutantes estudados.
Alguns autores consideraram que a deficiéncia em ca-
rotencides poderia também causar destruicao dos ribossomos
/0 5 e consequentemente dos tilacoides (ROSINSKI and ROSEN,
1972). Por outro lado, GYURJAN e¢¢ «l. (1978) confirmaram a
ausencia de ribossomos 70S no mutante de milho que acumula B-
caroteno e no mutante que acumula licopeno e consideraram que
& dificil determinar se essa deficiancia & um efeito primario
ou secunddrio da mutacao. Apesar de nao terem sido observados
precursores de carotendides em nossos mutantes, a significa-
tiva redugao no conteudo de carotendides poderia ser um indi-
cio de uma inibicao parcial da sintese de polipetideos, prin-
cipalmente no albino e no luteus I, cujos cloroplastos pos-—
suem sistema lamelar com organizacgao semeélhante,em muitos as-
pectos,aos cloroplastos incapazes de sintetizar proteinas em
mutantes defiecientes em clorofila e carotendides (WALLES,
1971; CONDE et al., 1975; GYURJAN et ql., 1978). Inibigao par
cial na sintese de proteinas de cloroplasto pode afetar a or-
ganizacao dos complexos pigmentos-proteinas e a organizagao es
trutural das membranas do cloroplasto (NASYROV, 1978).

Foi observada uma significativa diferenga no conteu-
do de clorofila e carotencides entre as plantulas normais uti
lizadas como controle para os mutantes albino e luteus I e as
plantulas utilizadas como controle para o luteus 11, sendo
que essas ultimas apresentaram 1,3 vezes mais clorofila e 2,0

vezes mais carotenoides do que as outras plantulas normais.
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Essa diferenga no conteudo desses pigmentos mostra a impqrtﬁg
cia de se utilizar plantas isogenicas para se estudar o efei-
to fisiologico de genes especificos,

0 mutante luteus ] apresentou apenas cerca de 15% do
conteudo total de carotendides apresentado pelo normal corres
pondente. Por outro lado, a relacao carotendides totais/cloro
fila total foi aproximadamente 5 vezes maior para o mutante, o
que indica que a inibigao na sintese ou acimulo de clorofila
¢ mais acentuada do que para carotendides. Os cloroplastos
desse mutante apresentam sistema lamelar pouco desenvolvido,
tendo sido observados, muito raramente, alguns plastideos da
bainha vascular que acumulam carotenoides. De acordo com a
sua ultraestrutura os cromoplastos tem sido divididos em tres
grupos (BEN-SHAUL and NAFTALI, 1969; KUHN, 1970): (1) cromo-
plastos em que os carotenoides ocorrem na forma de globulos,
(2) cromoplastos em que os carotenoides provavelmente estao
associados a proteina e ocorrem em filamentos e (3) cromoplas
tos em que os carotenoides sao cristalizados. No mutante lu-
teus I os cromoplastos sao do tipo em que os carotendides sao
cristalizados. Cromoplastos com morfologia semelhante tém si-
do observados para outros mutantes deficientes em clorofila
que acumulam carotenos altamente saturados, como por exemplo
licopeno, em milho (FALUDI-DANIEL et al., 1968; WALLES, 1971)
e em cevada (NIELSEN, 1974: NIELSEN and GOUGH, 1974). Tambem
foram observados na corona de Narcissus poeticus, cujos ecris-
taloides foram caracterizados como sendo B-caroteno (KUHN,

1970). Eles sao formados dentro do léculo do tilacoide (ROS-
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S0, 1967, 1968; HARRIS and SPURR, 1969 a, b; WALLES, 1971;
WALLES and HUDAK, 1975). A acumulagao de carotendides dentro
do tilacdide de cromoplastos do tipo cristalino pode ser re-
sultade do movimento de carotendoides nao polares do estroma
aguoso para o loculo do tilacoide (THOMSON and WHATLEY,
1980). Segundo NIELSEN (1974) esses cristaloides sao produzi-
dos como resultado de mutacao génica, tratamento com herbiei=-
das ou diferenciagao de cromoplastos em frutos e apresentam
composigao especifica de carotenbides do plastideo. O sistema
lamelar pouco desenvolvido nos cloroplastos do mutante luteus
I e a alta relagao carotendides totais/clorofila total obser-
vada sugerem que as moleculas de carotenoides nao associadas
estruturalmente as membranas se acumulam dentro do tilacoide.
Segundo NIELSEN (1974), cristaloides com mesma morfologia po-
dem se originar da acumulagao de diferentes carotendides. E
possivel que o0s cristaldides observados no mutante luteus I
sejam constituidos por R~caroteno que & o pigmento presente
em maior quantidade nos plastideos dessas plantas, do me smo
modo que o observado em Nareissus poeticus estudado por KUHN
(1970), mas e obvio que a elucidacao da natureza dos crista-
10ides em questao depende de serem isolados e analisados.

Por outro lado, a questao sobre a necessidade ou nao
da presenga do fotossistema II1 para haver formacgao de grana
tipicos nao & facil de ser respondida. Entretanto, algumas in

vestigagoes utilizando diferentes metodologias indicam uma

correlagao direta entre a formacao de grana e a atividade do

fotossistema II (HOMANN and SCHMIDE, 1967, SANE et al., 1970,
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PARK and SANE, 1971; NIR and PEASE, 1973; GAZANCHYAN et al.,
1975; KIRCHANSKI, 1976; VALANNE, 1976; SEMENOVA, 1977; LAURI-
TIS and PRIOLI, 1979). O método do ferricianeto como aceita-
dor de elétrons tem sido utilizado para a determinacao cito-
quimica da atividade do fotossistema II em espinafre (HALL et
al., 1971; NIR and PEASE, 1973; KIRCHANSKI, 1976), Ceratodon
purpureus (VALANNE, 1976) e milho (LAURITIS and PRIOLI,
1979), utilizando cloroplastos isolados ou tecido foliar fixa
dos ou nao antes da reagao de fotorredugao. Esses autores re- -
lataram algumas limitagoes inerentes a esse método citoquimi-
co: dificuldade de penetragao dos reagentes nos grana (HALL
et al., 1971; KIRCHANSKI, 1976), formagao de precipitados nao
especificos (NIR and PEASE, 1973; VALANNE, 1976; KIRCHANSKI,
1976; LAURITIS and PRIOLI, 1979), possivel migragao de produ-
tos de reagao (HALL et al., 1971) e formacao de depésitos ar-
redondados que dificultam a localizacao precisa dos.sitios do
PS II (NIR and PEASE, 1973). No entanto, apesar das limita-
¢oes, o método da fotorredugao do ferricianeto & o Gnico co-
nhecido até o momento para associar citoquimicamente a ativi-
dade do fotossistema II com grana e lamelas intergrana (HALL
et al., 1971) ou somente com grana (NIR and PEASE, 1973; KIR
CHANSKI, 1976; VALANNE, 19763 LAURITIS and PRIOLI, 1979). Os
resuvltados obtidos em nosso trabalho mostraram os depositos
de ferrocianeto clprico relacionados com a atividade do fotos
sistema I1 limitados aos grana, tanto nas plantas normais co-
me nos mutantes. Nao foram observados produtos de reacao nas

lamelas simples.
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No mutante luteus I, cujos cloroplastos possuem  mui-~
tas lamelas simples e apenas alguns grana rudimentares, a as-
sociagao dos produtos especificos de reacao com o8 grana foi
alnda mais evidente do que para as outras plantas anmalisadas.
Nas lamelas simples, mesmo quando em grande nUmero, bastante
proximas e com distribuigao paralela, nao foram observados de
positos especificos de ferrocianeto de cobre. Resultados seme
lhantes foram obtidos por LAURITIS e PRIOLI (1979) em cloro-
plastos da bainha vascular de milho normal, que tambem pos-—
suem grande numero de lamelas simples com desenvolvimento de
apenas alguns grana rudimentares. Nos cloroplastos do mutante
albino foi possivel observar depésitos de ferrocianmeto de co-
bre em alguns grana com partigoes aparentemente normais. O fa
to de nao terem sido encontrados esses depositos em todos os
grana com particoes normais poderia ser decorrencia de uma
nao penetracao dos reagentes nesses grana grandes, consideran
do que esta & uma possivel limitacao do método utilizado
(HALL et ql., 1971). Em nenhum granum com sindpse imperfeita
dos tilacbides esses depdsitos especificos foram observados,
© que & uma indicacao de que nao apresentam atividade de fo-
tossistema II, o qual estaria apenas associado com tilacoides
de grana normais. No entanto, nao se pode deixar de conside-
rar a possibilidade de nao ter ocorrido penetracao dos reagen
tes nesses grana.

Raramente foi possivel determinar precisamente o si-
tio da atividade do fotossistema IT nos grana, uma vez que os

depositos de ferrocianeto de cobre quase sempre apresentaram
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a forma de globulos (Figuras 87 e 89). Apenas nos grana rudi-
mentares do mutante luteus I (Figura 104} e de‘alguns cloro-
plastos normals (Figura 90) foi possivel observar, com relati
va precisao, depositos de ferrocianeto ciiprico restrito as
partig&és, tal qual observado em alguns cloroplastos do meso-
filo de milho normal por LAURITIS e PRIOLI (1979).

Atraves do método de fotorredugao do ferricianeto foi
possivel constatar a ocorréncia de atividade do fotossistema
11 apenas nas regiaes dos grana. Esses resultados, somados
aos obtidos por outros autores que utilizaram a mesma técnica
(NIR and PEASE, 1973; KIRCHANSKI, 1976; VALANNE, 1976; LAURI~
TIS and PRIOLI, 1979), constituem uma forte evidencia de que
o fotossistema II € ativo apenas nos grana. Se houver ativida
de do fotossistema II nas lamelas simples, deve ser muito bai
xa ao pontc de nao ter sido detectada atraves do metodo utili
zado,

Nossos resultados sustentam a hipotese de que o fo-
tossistema II esta associado com a jungéo de lamelas (HOMANN
and SCHMIDE, 1967; PARK and SANE, 1971)., Assim, o mutante lu-
teus I, cujos cloroplastos sao desprovidos de grana ou pos=
suem grana rudimentares, e o albino, que possui cloroplastos
nos quais raramente sao observados grana, devem ser bastante
deficientes em atividade do fotossistema IT, possivelmente
bem mais deficientes do que o luteus II que apresenta varios
grana nos cloroplastos. Entretanto, esta afirmacao requer uma
investigagao bioquimica que permita uma medida quantitativa

da atividade do fotossistema II nesses mutantes.
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As mutagoes dos genes nucleares estudadas no presen-
te trabalho afetam o desenvolvimento normal do sistema lame-
lar dos cloroplastos o que, por sua vez; estd correlacionado
com a redugao no conteido de clorofila e carotencides, com al
teragoes na relacao clorofila a/b e redugao de sitios de ati-
vidade do fotossistema II. Esses mutantes mostraram=-se adequa
dos para estudos do efeito de genes nucleares na estrutura e
fisiologia dos cloroplastos, uma vez que apresentam bloqueios
em diferentes etapas do desenvolvimento dos cloroplastos, la-
melas com arranjos alterados, possivel diminuicao da ativida-
de fotossintetica e a possibilidade de se utilizar plantas
isogénicas como controle para cada mutante, ¢ que permite a
analise dos efeitos da mutagao em um Gnico "back-ground" gené
tico resultando em uma maior preciszo das medidas dos efeitos
do loco no desenvolvimento dos cloroplastos. Assim, estudos
posteriores visando a localizagao do efeito primario desses
genes atraves da identificacao do passo metabolico blogueado
e analises de outras possiveis alteracoes nos cloroplastos
desses mutantes, como por exemplo em alguns aspectos da ativi
dade fotoquimica, organizacao molecular dos pigmentos fotos-
sintéticos nos complexos pigmentos-proteinas, organizacao e
distribuicao das particulas intramembrancsas, analise dos po-
lipeptideos das membranas, sintese protéica nos plastideos e
capacidade de fixacao de C0,, poderiam fornecer maiores infor
magoes sobre a determinagao genética da estrutura e fisiolo-

gia dos cloroplastos.
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6. - RESUMO

Efeitos de genes letais na ultraestrutura dos cloroplastos,
pigmentos fotossintéticos e sitios de atividade do fotossis-

tema ITI em alguns mutantes de milho deficientes em clorofila.

Tres mutantes de milho deficientes em clorofila fo-
ram utilizados com o objetivo de estudar alguns efeitos de ge
nes nucleares na estrutura e fisiologia dos cloroplastos, cox
relacionando alteragoes ultraestruturais na diferenciagao des
sas organelas com o conteltdo de diferentes pigmentos fotossin
teticos e sitios de atividade do fotossistema II. Esses mutan
tes, denominados zalbino (branco), luteus I (amarelo) e luteus
IT (amarelo-esverdeado), apresentam segregacao mendeliana do
tipo monofatorial, sao letais, sobrevivendo ate aproximadamen

te quinze dias apbs a emergencia, e saoc mantidos atraves de
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autofecundagao de plantas heterozigotas. Foram analisadas plag
tulas em estagio de terceira folha, dez dias apos a emergeén -
cia, desenvolvidas em camara de crescimento com temperatura ,
intensidade luminosa e fotoperiodo controlados, Tambem foram
utilizadas plantulas do mutante luteus II desenvolvidas no
campo, Para cada tipo de mutante utilizou-se como controle
plantulas normais isogénicas correspondentes, segregando ape-
nas para o loco em estudo, Em estudes preliminares foram uti-
lizadas folhas de plantulas desenvolvidas sob diferentes in-
tensidades luminosas para andlises ultraestruturais dos cloro
plastes e determinagoes de clorofila e protoclorofila. P1l3ntu
las de todos os mutantes e normais correspondentes desenvolvi
das sob intensidade luminosa de 1000 lux e do luteus II e nor
mal desenvolvidas sob intensidade luminosa de 25-30 lux e no
campo foram utilizadas para analises quantitativas e qualita-
tivas de carotenocides e estudos citoquimicos para localizacgao
de atividade funcional do fotossistema I1I. Todos os mutantes
apresentaram alteracgoes ultraestruturais nos cloroplastos as-
sociadas a consideréyeis redugoes no conteudo de pigmentos fo
tossinteticos, em todas as condicOes de crescimento utiliza -
das. Nos mutantes albino e luteus I foram observados cloro
plastos em diferentes estdgios de desenvolvimento, sendo co-
mum a ocorrencia de plastideos desprovidos de grama, contendo
apenas poucas lamelas simples. No albino foram tambeém observa
dos alguns cloroplastos contendo grana aberrantes, enguanto
que no luteus I alguns plastideos apresentaram desenvolvimen-

to de grana rudimentares e outros apresentaram acumulo de ca-
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rotenbides na forma de cristalGides. Os cloroplastos davmutag
te luteus I1 apresentaram sistema lamelar com grana menos de—
senvolvidos do que os observados nos cloroplastos das plantu-
las normais. Em todos os mutantes e normais analisados a ati-~
vidade do fotossistema II foi citoquimicamente detectada ape-
nas nas regioes de grana, nao tendo sido observada nas lame-~
las simples. Isso evidencia a hipGtese de que a atividade fun
cional do fotossistema 11 estad associada com a jungao de tila
coides e indica que, uma vez que os cloroplastos desses mutan
tes sao deficientes em grana, devem apresentar baixa ativida
de do fotossistema II. As mutagoes dos genes nucleares estuda
das no presente trabalho aferam o desenvolvimento normal do
sistema lamelar dos cloroplastos o que, por sua vez, esta cor
relacionado com a redugao no contefido de clorofila e carote -
noides e redugao de sTtios de atividade do fotossistema I1.Es
ses mutantes constituem um excelente sistema para investiga -
goes da determinacido genética da estrutura e fisiologia dos

cloroplastos.

ABSTRACT

Effects of lethal genes on the chloroplast ultrastructure '
photesynthetic pigments, and sites of photosystem II activity

of some chlorophyll-deficient mutants of maize.

Three chlorophyll~deficient mutants of maize were

used to study some effects of nuclear genes on the structure



and physiology of chloroplasts. The ultrastructure alterations
on the development of these organelles was correlated with
the content of different photosynthetic pigments and sites
of photosystems II activity. These mutants were named albina
(white), luteus T (yellow) and luteus II (yellow-green).They
exhibit monofatorial mendelian segregation, are lethals,sur-
viving until approximately fifteen days after emergency, and
are maintained through selfing of heterozigote plants. Seed-
lings of three leaf stage, ten days after emergency, were
studied. They were grown in environmental control chambers,
Seedlings of luteus Il grown in the field were also used for
experimental analyses. The check treatments were normal seed
lings, isogenic for each mutant type, segregating onlyat that
locus. In a preliminary study leaves of seedlings grown under
different light intensities were used for ultrastructural an
alyses of chloroplasts and protochlorophyll and chlorophyll
determinations., Normal and mutants seedlings were grown under
1000 lux. Besides luteus ITI and control were grown under
25-30 lux and also at that field for quantitatives and quali
tatives carotenoids analyses and ultrastructural cytochemical
localization of functional photosystem II activity, All the
mutants showed ultrastructural plastid alterations associated
to significant reduction on the photosynthetic pigment content
under the above mentioned growth condictions. Chloropliasts

in different stages of development were observed. In the

albina and luteus I mutants the most common plastids had some

stroma lamellae, but no grama. The albina type showed some
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chloroplasts with aberrant grana. In the luteus I type were
observed some plastids with rudimentary grana and others
with carotenoid crystalloid, The luteus. II mutant type chlo~
roplasts showed lamellar system with grana less developed
than the ones found in the chloroplasts of normal seedlings.
A cytochemical analysis in the mutants and normal seedlings
indicated that the photosystem II activity occured only in
the grana and not in the stroma lamellae, This support, the

hypothesis that functional photosystem II activity is associ

ated with appression of at least two thylakoids what indicates
that the mutants must present low photosystem II activity,as
they are grana deficient, The nuclear gene mutations in the
present work affect the normal development of chloroplast
lamellar system and this is correlated with both reducﬁion
on chlorophyll, carotenoid content and photosystem II activi
ty. These mutants appear to be an excelent system for inves-
tigations of gene control on structure and physiology of

chloroplasts,
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Figura 1. Mutante albino e plantas normais.
Figura 2. Mutante luteus I e plantas normais.

Figura 3. Mutante luteus II e plantas normais.






Figuras 4 - 9. Fotomicrografias de cortes da regiao da ponta
das folhas de plantas normals e mutantes de milho desenvolvi-
das sob intensidade luminosa de 1000 lux, mostrando células de
epiderme (e), mesofilo (me) e bainha vascular (bv), e também
numero, tamanho e distribuigao dos cloroplastos. 800 X. Figura
4. Milho normal da linhagem que segrega o mutante luteus II a-
presentando cloroplastos alongados na bainha vascular e cloro-
plastos com forma elipsoide no mesofilo (setas). Figura 5. Mu-
tante luteus II mostrando reducgao no numero e tamanho dos clé—
roplastos em celulas do mesofilo e bainha vascular. TFigura 6.
Milho normal utilizado como controle para o mutante luteus I.
Numerosos cloroplastos distribuidos nas células do mesofilo e
bainha vascular podem ser observados. Figura 7. Mutante luteus
I apresentando cloroplastos distribuidos nas células do mesofi
lo e bainha vascular, porém com acentuada redugao no nimero &
tamanho dessas organelas. Figura 8. Milho normal utilizado co-
mo controle para o mutante albino. Podem ser observados numero
sos cloroplastos nas células da bainha vascular e do mesofilo.
Figura 9. Mutante albino mostrando acentuada redug¢ao no nimero

e tamanho dos cloroplastos.






Figuras 10 - 15. Seccoes ultrafinas da regiao da ponta das fo-
lhas de plantas de milho normal e mutante albino desenvolvidas
sob intensidade luminosa de 25-30 lux. Figura 10. Porgaoc de um
cloroplasto do mesofilo apresentando sistema lamelar bem desen
voivido com presen¢a de lamelas intergranma (la) e grana (g).
Notar presenga de corpo pro-lamelar (*). 44500 X. Figura 11.
Cloroplasto da bainha vascular mostrando reticulo periferico
(rp) e lamelas simples gque se distribuem longitudinalmente no
plastideo (seta). 22500 X. Figura 12. Plastideo do mutante al-
bino apresentando sistema lamelar pouco desenvolvido com lame-
las dilatadas, em arranjo desordenado e sem formar granum t{pi
co (seta). Acumulo de plastoglobulos pode ser observado. Este
tipo de plastideo ocorre com frequéncia tanto em células do me
s0filo come da bainha vascular. 42000 X. Figura 13. Cloroplas-
to do mesofilo do mutante albino mostrando desenvolvimento a-
normal do sistema lamelar com formagﬁo de grana aberrantes (g)
e lamelas descontinuas distribuidas no estroma, as gquais oca-
sionalmente se superpoem sem, porém, formar granum tipico (se-
tas). 30500 X, Figura 14. Plastideos apresentando sistema 1ame
lar pouco desenvolvido ou com apenas poucas vesiculas (setas),
muito comuns nas células do mesdfilo e bainha vascular do mu-
tante albino. 24500 X. Figura 15. Plastideos do mutante albino
apresentando uma estrutura semelhante a um corpo pro-lamelar
em desenvolvimento ou em degeneracao (*), lamelas distribuidas
na regiao periférica do plastideo apresentando descontinuida-
des e aparentando degeneraggo em algumas regiaes (setas). PC,

parede celular. 16000 X.
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Figuras 16 - 20. Micrografias eletronicas de cloroplastos de
plantas normais utilizadas como controle para o mutante albi~
no, desenvolvidas sob intensidade luminosa de 1000 lux. Figura
16. Plastideo da regiao basal da folha mostrando sistema lame-
lar pouco desenvolvido com formagao de grana rudimentares (g),
ocorréncia de vesiculas (seta) e plastogldbulos (pg). Notar re
ticulo endoplasmatico granular (re) no citoplasma. e, envelo-
pe. 31000 X. Figura 17. Cloroplasto da regiao mediana da folha
apresentando gistema lamelar desenvolvido com pfesenga de gra-
na (seta). 15000 X, Figura 18. Cloroplasto tipico de celulas
do mesofilo da regiao da ponta da folha com sistema lamelar
bem desenvolvido e ocorréncia de numerosos grana (g). Notar
plastoglobulos (pg) distribuidos no estroma, reticulo periféri
co (rp) e envelope (e). 26000 X. Figura 19. Detalhe ampliado
do cloroplasto apresentado na figura anterior. g. granum. 75000
X. Figura 20. Secgao de um cloroplasto da bainha vascular da
regiao da ponta da folha apresentando numerosas lamelas sim-

ples (la) e alguns grana pouco desenvolvidos (seta). 29500 X.



e

e

e




Figuras 21 - 24. Micrografias eletronicas de seccoes da ponta.
da folha de plantas do mutante albino desenvolvidas sob inten
sidade luminosa de 1000 lux. Figura 21. Proplastideo sem dife
renciagaoc do sistema lamelar. A membrana dupla do envelope
(seta) pode ser observada. 31000 X. Figura 22. Micrografia e~
letronica mostrando interrelacao entre plastideo e mitocon-
dria (m), onde pode~se observar ocorréncia de uma mitocondria
em uma invaginagao do plastideo. la, lamela; e, envelope,
42000 X. Figura 23. Plastideo com desenvolvimento de algumas
lamelas simples (la) e acimulo de plastoglobulos (pg). pc, pa
rede celular. 53000 X. Figura 24. Porcao de um cloroplasto do
mutante albino apresentando lamelas descontinuas e dilatadas,

aparentando possivel degeneracao (setas). 102500 X.






Figuras 25 - 31. Micrografias eletranicés mostrando plasti-
deos de diferentes regioces da folha do mutante albinoc desen-
volvido sob intensidade luminosa de 1000 lux. Figura 25. Plas
tideo da regiao basal da folha com sistema lamelar pouco de-
senvolvido e juncao de algumas lamelas para formar grana rudi
mentares (seta). 34000 X. Figura 26, Plastideo da bainha vas-
cular da regiao mediana da folha. Notar sistema lamelar pouco
desenvolvido e aclmulo de plastoglobules (pg).  Figura 27.
Plastideo do mesdfilo da regiao da ponta da folha com desen-
volvimento de poucas lamelas que apresentam-se descontinuas
(seta). 28500 X. Figura 28. Plastideo do messfilo da regiaoda
ponta da folha com desenvolvimento de granum aberrante resul-
tante de um aumento na extensac dos tilacoides e aparentando
superposigao imperfeita dos mesmos. Notar lamelas desconti-~
nuas distribulidas no estroma e actmulo de plastoglobulos.
340600 X. Figura 29. Plastideo do mesdfilo da regiao da ponta
da folha apresentando granum aberrante com tilacoides levemen
te dilatados (setas) e superposigao frouxa. Lamelas desconti-
nuas e plastogldbulos ocorrem distribuidos no estroma. 32000
X, Figura-BO. Plastideos da bainha vascular da ponta da fo-
lha, apresentando sistema lamelar pouco desenvolvido e acumu-
lo de plastogiobulos. 26000 X. Figura 31. Cloroplasto da bai-
nha vascular da regiao da ponta da folha com grana aberrantes

e lamelas descontinuas distribuidas no estroms. 36000 X.






Figura 32. Secgao de cloroplastos de planta normal da linhagem
que segrega o mutante albino, desenvolvida sob intensidade lu-
minosa de 10000 lux. Sistema lamelar bem desenvolvido com pre-
senca de numerosos grana e lamelas intergrana. Plastoglobulos

distribuidos no estroma. 18500 X.

Figuras 33 ~ 36. Micrografias eletronicas de plastideos do mu-
tante albino desenvolvido sob intensidade luminosa de 10000
lux. Figura 33, Plastideo da bainha vascular apresentando de=-
senvolvimento de poucas lamelas e algumas vesiculas. Notar in-
vaginacao no plastideo com presenca de ribossomos (%), 32500
X. Figura 34. Plastideo sem desenvolvimento de sistema lamelar
apresentando algumas lamelas distendidas e algumas vesiculas
(seta). Este tipo de plastideo & bastante comum em células da
bainha vascular e do mesofilo do mutante albino. 35500 X. Figu
ra 35. Cloroplasto do mesofilo com desenvolvimento anormal de
grana. 34000 X, Figura 36. Cloroplasto do mesofilo mostrando
lamelas inchadas superpostas (setas) sem formar granum tipico.

Plastoglobulos distribuidos no estroma. 49500 X.
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Figuras 37 - 41, Micrografias eletronicas de secgoes de célu~
las de plantas de milho normal, controle do luteus I, desenvol
Qido sob intensidade luminosa de 25-30 lux. Figura 37. Cloro-
plasto com sistema lamelar bem desenvolvido apresentando grana
e lamelas intergrana. Plastoglobulos distribuidos no estroma,
presenca de reticulo periféerico e envelope. 27500 X. Figura

38. Detalhe da micrografia anterior mostrando a juncao dos ti-

lacoides para formar os grana (g). pg, plastoglobulos. 67000
X. Figura 39. Detalbe ampliado do cloroplasto apresentado na
Figura 40 mostrando a ocorréncia de corpo pro-lamelar (seta)

de onde aparentemente partem lamelas que $e superpoem em algu-
mas regioes para formar grana rvudimentares. 70500 X. Figursa
40, Cloroplasto da bainha vascular onde podem ser observados
corpos pro-lamelares ( = ), sistema lamelar bem desenvolvido
com formagao de grana contendo aproximadamente 2-4 tilacoides
( = ), reticulo periférico (rp) e plastoglobulos (pg). m, mi
tocondrias. 22000 X. Figura 41. Cloroplasto da bainha vascular
com desenvolvimento de grana rudimentares (seta) e reticulo Pe
riférico (rp), no gqual nao se observa a ocorrencia de corpo

pro-lamelar. 31000 X,
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Figuras 42 - 44. Micrografias eletronicas de plastideos do mu-~
tante luteus I desenvolvido sob intensidade luminosa de 25-30
lux. Figura 42. Plastideos do mesofilo apresentando lamelas
que se distribuem longitudinalmente, muitas delas mantendo es-
pagos mals ou menos regulares entre si (la). Em algumas re-
gioes observa-se jungao de dois ou mais tilacoides formando
grana rudimentares ( —» ). Notar descontinuidades em muitas
lamelas ( # ), Reticulo periférico (rp) e plastogldbulos pre
sentes. 31000 X, Figura 43. Plastideo do mesofilo mostrando o-
correncia de corpo pro-lamelar (%) do gual partem lamelas que
se distribuem longitudinalmente ao longo do plastideo. Obser-
va-se ocorréncia de grana rudimentares ( — ) e descontinuida
des nas lamelas ( @ ). Plastoglobulos e reticulo periférico
presentes, 37700 X, Figura 44. Plastideo da bainha vascular
nao apresentando desenvolvimento de grana e com lamelas que
nao sao necessariamente continuas. Reticulo periférico e plas-—

toglobulos (pg) presentes. 29500 X.
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Figuras 45 - 48. Secgoes de células de diferentes regioes deA
folhas de plantas normais da linhagem que segrega luteus I,
desenvolvidas sob intensidade luminosa de 1000 lux. Figura
45. Plastideo da base da folha com desenvolvimento de poucas
lamelas e grana rudimentares. 31000 X. Figura 46. Cloroplasto
do mesofilo da regiao mediana da folha onde podem ser observa
dos numerosos grana, lamelas intergrana, reticulo periférico,

plastoglobulos e envelope. 20500 X. Figura 47. Secgao de célu

las da bainba vascular e do mesafilo da ponta da folha mos-
trando cloroplastos bem desemvolvidos, tipicos dessas celu-
las. Notar ocorrencia de amido (a) no cloroplasto da bainha

vascular., 15000 X. Figura 48. Detalhe ampliado de um cloro-

plasto do mesofilo mostrado na figura anterior. g, grana; pg,

plastoglobulos. 48000 X.






Figuras 49 -~ 54. Micrografias eletrénicas de seccoes de dife-
rentes regioes de folhas do mutante luteus I desenvolvido sob
intensidade luminosa de 1000 lux. Figura 49. Plastideos da ba
se da folha apresentando desenvolvimento de poucas . lamelas
simples e ocorrencia de corpo pro-lamelar em alguns. Notar
plastideo aparentemente em divisao (*). m, mitocondrias. Figu
ra 50. Proplastideo sem desenvolvimento de lamelas, tipo bas-
tante comum nas células da base da folha desse mutante. 45000
X. Figura 51. Plastideo da base da folha mostrando desenvolvi
mento de poucas lamelas simples e corpo pro-lamelar. Notar a-
parente estrangulamento em uma das extremidades. 29500 X. Fi-
gura 52. Plastideo da regiao mediana da folha onde, pode ser
observada a ocorréncia de corpo pro~lamelar do qual partem
poucas lamelas de pequena extemsac. Notar ocorréncia de ribos
somos e alguns plastogldobulos. Membranas do envelope tambem
podem ser observadas. 43000 X. Figura 53. Plastideo da regiao
mediana da folha apresentando poucas lamelas sem desenvolvi-
mento de grana, reticulo periférico e alguns plastoglobulos.,
Este tipo de plastideo € bastante comum na regiao mediana da
folha desse mutante. 25000 X. Figura 54, Porcac de um plasti-
deo da ponta da folha mostrando ocorrencia de lamelas simples

apresentando algumas descontinuidades (seta) e plastoglobu~

los. 28500 X.






Figuras 55 ~59. Micrografias eletronicas de diferentes plastl
deos encontrados em células da ponta da folha do mutante lu-
teus I desenvolvido sob intensidade luminosa de 1600 lux. Fi-
gura 55. Secgao de célula do mesgfilo mostrando um plastideo
arredondado onde podem ser observadas numerosas vesiculas (se
ta), poucas lamelas aparentemente em degeneragao, alguns plas
toglobulos e o envelope (e). t, tonoplasto; ve, vacuolo.
15500 X. Figura 56. Plastideo da bainha vascular com sistema
lamelar pouco desenvolvido, sem ocorréncia de granum. Notar
acumulo de plastogldbulos (pg) e alguns plastoglobulos espa-
lﬁados no estroma. 32000 X. Figura 57. Detalhe ampliado .do
plastideo da figura 58. Notar ocorréncia de lamelas com morfo
logia tipica, mantendo espagos uniformes entre si e apresen-
tando regices de maior densidade eletronica, com perda da es-

trutura tipica de lamela (setas). 68000 X. Figura 58. Plasti-

deo do mesofilo em secgao longitudinal mostrando ocorréncia de
lamelas em configuracao concéntrica ou com distribuiggo para-
lela. Observar regiao de baixa densidade eletronica aparentan
do degeneragao das lamelas (seta). Reticulo periferico e plas
toglobulos presentes. 34000 X. Figura 59. Plastideo da bainha
vascular com uma invaginaggo na qual pode-se observar a pre~
senga de ume mitocondria. Notar o arranjo concentrico de algu

mas lamelas. 31500 X.






Figuras 60 ~ 62. Secgoes de células do mesofilo da ponta da
folha mostrando diferentes plastideos do mutante luteus I de-
senvolvido em condigoes de 1000 lux. Figura 60, Plastideo da
bainha vascular com desenvolvimento de algumas lamelas e pre-
senca de plastoglobulos. Observar a ocorréencia de invagina~
goes (*) em uma das extremidades. 29000 X. Figura 61. Cloro-
plasto do mesofilo apresentando algumas lamelas com distribui
¢ao paralela, ocorrencia de poucos grana rudimentares (seta)
e varias lamelas descontinuas. RetTculo periferico e plasto-
globulos presentes. 32000 X. Figura 62, Cromoplasto encontra-
do na bainha vascular apresentando estrutura osmiofila ondula
da ( #® ) e espaco de pouca densidade eletronica onde se en
contrava um cristaloide (cr). Notar o desenvolvimento de algu
mas lamelas ( — ) e reticulo periférico com formacao de al-

gumas vesiculas. 30500 X.
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Figuras 63 e 64. Plastideos do mutante luteus Il desenvolvido
sob intensidade luminosa de 10000 lux. Figura 63. Plastideo do
mesofilo com sistema lamelar anormal apresentando lamelas sim-
ples e alguns grana rudimentares. Notar algumas lamelas descon
tinuas e plastoglobulos distribuidos no estroma. 54000 X. Figu
ra 64. Seccao de célula da bainha vascular mostrando plasti-
deos com sistema lamelar pouco desenvolvido, semelhantes aos
observados nesse mutante desenvolvido nas outras condigoes de
crescimento. Notar acumulo de plastoglobulos (seta). pc, pare-

de celular; wvc, vactiolo. 9800 X.

Figura 65. Secgao de célula do mesofilo de planta normal desen
volvida em condicoes de 10000 lux mostrando um cloroplasto nor

mal, com sistema lamelar bem desenvolvido, aparentemente em di

visao. 17200 X.
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Figuras 66, 67 e 69. Micrografias eletronicas de secgoes de cé
lulas de plantas normais, controle do mutante luteus IT, desen
volvidas sob intensidade luminosa de 25-30 lux. Figura 66. Clo
roplasto do mesofilo com sistemé lamelar bem desenvolvido.
15500 X. Figura 67. Porcao de um cloroplasto da bainha vascu-
lar mostrando ocorréncia de corpo pro-lamelar (*) de onde par-
tem lamelas que ocasionalmente se juntam para formar grana ru-
dimentares. 95000 X. Figura 69. Seccao de células da bainha
vascular e mesofilo onde podem ser observados cloroplastos a-—
longados tipicos da bainha vascular e cloroplastos tipicos do

mesofilo. 6300 X.

1

Figuras 68 e 70. Cloroplastos do mutante luteus II desenvolvi-
do em condigoes de 25-30 lux. Figura 68. Cloroplasto do meséfi
lo onde podem ser observados grana pouco desenvolvidos ( — )
e algumas lamelas descontinuas ( $> Y. Podem ser observados
plastoglobulos distribuidos ﬁo estroma. 24000 X. Figura 70. Clo
roplasto da bainha vascular do mutante luteus II onde poden
ser observadas lamelas distribuidas longitudinalmente gue se
juntam em algumas regioes formando grana com aproximadamente
2-4 tilacoides. Notar plastoglobulos acumulados em varias re-

gioes do estroma. 38500 X.
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Figuras 71 -~ 73. Seccoes de diferentes regioes de folhas de
plantas normais da linhagem que segrega o mutante luteus II
desenvolvidas sob intensidade luminosa de 1000 lux. Figura
71. Plastideos da base da folha apresentando grana rudimenta
res. 32000 X. Figura 72. Seccao de celulas da bainha wvascu-
lar e mesofilo da regizo mediana da folha onde podem ser ob-
servados cloroplastos dimorfos, tipicos dessas células. No-
tar ocorréncia de grana rudimentares nos cloroplastos da bai
nha vascular (setas). 33000 X, Figura 73. Cloroplastos de c§
lulas da bainha vascular e mesofilo da regiao mediana da fo-
lha, apresentando sistema lamelar bem desenvolvido., a, ami-

de. 21000 X.






Figuras 74 - 79. Micrografias eletronicas de plastideos de di-
ferentes regioces da folha do mutante luteus II desenvolvido
sob intensidade luminosa de 1000 lux. Figura 74. Plastideo da
base da folha com grana rudimentares., 28500 X. Figura 75. Clo-
roplasto da bainha vascular da regiao mediana da folha, apre-
sentando morfologia tipica. 17500 X. Figura 76. Cloroplasto do
mesofilo da regiao mediana da folha com sistema lamelar pouco
desenvolvido e arranjo desordenado das lamelas. 15500 X. Figu-
ra 77. Cloroplasto da bainha wvascular da ponta da folha com
sistema lamelar bem desenvolvido. 13500 X. Figura 78. Seccao
da ponta da folha mostrando um cloroplasto do mesofilo com al-~
teragaes no sistema lamelar. Podem ser observados alguns grana
bem desenvolvidos, porem os tilaccides nao szo uniformes em

sua extenséo, o gque da uma apargncia diferente dos grana obser

vados em cloroplastos de plantas normais. Numerosos grana rudl
mentares podem ser observados distribuidos pelo estroma. Notar
descontinuidades em algumas lamelas (setas). Plastoglabulos,
reticulo periferico e envelope podem ser observados. 31000
lux. Figura 79. Detalhe ampliado do cloroplasto da figura ante
rior mostrando um granum com juncao aparentemente normal de ti

lacoides. 68000 X.






Figuras 80 - 82. Micrografias eletronicas de secgoes de célu-
las de folhas de plantas normais e do mutante luteus II desen-
volvidas sob intensidade luminosa de 10000 lux. Figura 80, Clo
roplasto normal tipico de celulas do mesofilo onde podem ser
observados grana bem desenvolvidos, lamelas intergrana, reticu
lo periferico, plastoglobulos e graos de amido (a). 18000 X.
Figura 81. Cloroplasto de planta normal tipico da bainha vasecu
lar. 16500 X. Figura 82. Cloroplastos de células da bainha vas
cular e mesofilo do mutante luteus II. 0 cloreoplasto da bainha
vascular & aparentemente normal, O cloroplasto do mesofilo a-
presenta sistema lamelar alterado, de modo semelhante ao ob-
servado para os cloroplastos desse mutante desenvolvido em con

dicoes de 1000 lux, com grana pouco desenvolvides. 16000 X.
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Figuras 83 - 86. Micrografias eletronicas de cloroplastos de
plantas normais e do mutante luteus II desenvolvidos no campo.
Figura 83. Porcao de um cloroplasto normal tipico de células
do mesofilo. 23000 X. Figura 84. Cloroplasto da bainha vascu-
lar de folha de planta normal apresentando numerosas lamelas
que ocasionalmente se juntam para formar pequenos grana, Plas-
toglobulos e graos de amido estao presentes. 16500 X. Figura
85. Cloroplasto da bainha vascular do mutante luteus II mos-—
trando sistema lamelar pouco desenvolvido e sem formar grana.
Plastoglobulos podem ser observados. 19500 X. Figura 86. Clo-
roplasto do mesofilo do mutante luteus II com sSistema lamelar
bem menos desenvolvido do que o observado nos cloroplastos das
plantas normais e nos cloroplastos desse mutante desenvolvidas
em outras condigoes de luminosidade. Podem ser observadas algu

mas lamelas que ocasionalmente se juntam para formar grana.

28800 X.






Figura 87 ~ 90. Micrografias eletronicas de porcoes de cloro-
plastos de plantas normais.incubaéas em mistura de reacaoc com
pleta para localizagao citoquimica de atividade do fotossiste
ma IT. Figura 87. Cloroplasto éo mesofilo onde podem ser
observados produtos de reagao na forma de depositos densos lo
calizados nos grama ( — ). Precipitados ne estroma e no ci-
toplasma ( & ) representam produtos de reacao nao especifi-
ca. 46000 X. Figura 88. Produtos de reagao nos grana rudimen-
tares ( —= ) e precipitados nao especificos ne estroma (&)
podem ser observados em cloroplasto da bainha wvascular. 34000
X. Figura 89. Grana de cloroplasto do mesofilo onde podem ser
observados depositos arredondados que aparentemente se origi~
nam nas partigoes e se estendem para os loculos {( — )..77500
X. Figura 90. Depositos alongados podem ser observados nas
particoes ( -—» ). Ocorréncia de precipitado nao especifico

{ # ) no estroma. 70000 X.

Figura 91. Controle com DCMU apds 30 min. de exposicao a luz
com precipitados nao especificos ( #® ) distribuidos no es-

troma e também no citoplasma. 42000 X,

Figura 92. Controle mantido no escuro com precipitados nao es

pecificos distribuidos mno estroma ( @ ). 47500 X.

Figura 93. Controle sem ferricianeto de potassio apos 30 min.
de exposicao 3 luz sem precipitados. Ocorréncia de plastoglo-

bulos distribuidos no estroma, 35000 X.

Figura 94. Controle com tampao fosfato apos 30 min. de ilumi- -
nagao. Auséncia de precipitados. Plastoglobulos presentes.

37000 X.



T




Figuras 95 - 98. Secgoes mostrando cloroplastos do mutante al-

bino incubados com mistura de reacao completa, apos 30 min. de

exposigao a luz. Figura 95. Porcao de um cloroplasto onde po-
dem ser observados produtos de reacao especifica ( —» )“em um
granum e precipitados nao especificos distribuidos no estroma
( % ). 32000 X. Figura 96. Ocorréncia de precipitados nao es
pecificos no estroma e no citoplasma ( B ) e auseéncia de PTYO
dutos de reagao nos grana. 36000 X, Figura 97. Ocorréncia de
precipitados nao especificos no estroma ( % ). Notar granum
anormal sem produtos de reacao especifica. 44000 X. Figura 98,
Plastideo com lamelas descontinuas e pouco desenvolvidas mos-
trando ocorrencia de precipitados nao especificos no estroma
( # ). Notar também precipitados nao especificos no citoplas

ma. 36000 X.

Figura 99. Controle com DCMU apos 30 min. de exposicao a luz
mostrando a ocorrencia de precipitados nao especificos ( & ).

37000 X.

Figura 100. Controle mantido no escuro apresentando precipita-

dos nao especificos. 29500 X.

Figura 101. Controle sem ferricianeto de potassio apos 30 min.

de iluminacao. 28500 X.

Figura 102. Controle com tampao fosfato apos 30 min. de exposi

gao a luz. 32000 X,






Figuras 103 e 104. Porgoes de plastideos do muténte luteus I
incubados com mistura de reaggo completa, apos 30 min. de expo
sicao a luz. Figura 103. Plastideos sem desenvolvimento de gra
na. Precipitados nao especificos podem ser observados no estro

ma ( # ). 43000 X. Figura 104. Ocorréncia de produtos de rea

gao especifica nas particoes dos grana rudimentares ( —= ) e
precipitados mao especificos espalhados no estroma (9 ).
65500 X.

Figura 105. Controle com DCMU apos 30 min. de iluminacao mos-
trando ocorréncia de precipitados nao especificos ( & ) no

estroma e fora do cloroplasto. 40500 X.

Figura 106. Controle mantido no escuro mostrando ocorréncia de

precipitados nao especificos ( # ). 39500 X.

Figura 107. Controle sem ferricianeto de potassio, apos 30
min. de iluminagao. Presenca de plastoglidbulos espalhados no

estroma. 24000 X.

Figura 108. Controle com tampac fosfato. Notar plastoglobules
e fibrilas ( - ), possivelmente DNA, distribuidos no estro-

ma. 29500 X.






Figuras 109 e 110. Porcoes de cloroplastos do mutante luteus

IT incubados com mistura de reagao completa, apos 30 min. de
exposicao a luz, mostrando ocorrencia de produtos de . reacao
nos grana ( — ) e precipitados nao especificos espalhados

pelo estroma e citoplasma ( # ). Figura 109. 30000X. Figura

110. 43000 X.

Figura 111. Controle com DCMU apcos 30 min. de iluminacao. Pre-

cipitados nao especificos espalhados no estroma. 38500 X.

Figura 112. Controle mantido no escuro mostrando a ocorréncia

de precipitados nao especificos. 48000 X.

Figura 113. Controle sem ferricianeto de potassio apos 30 min.

de iluminacao. 21500 X.

Figura 114. Controle com tampao fosfato apos 30 min de exposi-

¢ao a luz. 37500 X.






Figura 115. Separagao dos carotendides dos extratos das fo-
lhas das plantulas de milho normais e mutantes na cotuna de
Mg0O: HyfloSupercel (1:2), eluida sucessivamente com hexano Pu
ro e misturas de éter etilico-hexano e acetona-hexano, como

descrito no texto (item 4.4,2.).
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Figuras 116-118. Espectros de absorcao dos carotenoides, dis-
solvidos em hexano, extraidos das folhas das plantulas nor-
mais e do mutante albino dissolvidas sob intensidade luminosa
de 1000 lux. Figura 116. Pigmento correspondente & banda 1 da
coluna cromatografica, identificado como R~caroteno. Como pa-
drao foi utilizada uma amostra de B-caroteno (Sigma Chemical
Co.). Figura 117. Pigmento correspondente a banda 2 da coluna
cromatografica, identificado como luteina. Figura 118. Mistu-
ra de xantofilas nao identificadas, correspondentes as bandas

3 e 4 da coluna cromatografica.
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Figuras 119-121. Espectros de absorcgao dos carotencides, dis-
solvidos em hexano, extraidos das folhas das plantulas nor-
mais e do mutante luteus I desenvolvidas sob intensidade lumi
nosa de 1000 lux. Figura 119. Pigmento correspondente & banda
1 da coluna cromatografica, identificado come B-caroteno. Co-
mo padrao foi utilizada uma amostra de B-caroteno (Sigma
Chemical Co.). Figura 120. Pigmento correspondente a banda 2
da coluna cromatografica, identificado como luteina. Figura
121. Mistura de xantofilas nao identificadas, correspondentes

as bandas 3 e 4 da coluna cromatografica.
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Figuras 122-124. Espectros de absorgao dos carotendides, dis=
solvidos em hexano, extraidos das folhas das plantulas nor-
mais e do mutante luteus I] desenvolvidas sob intensidade lu-
minosa de 1000 lux. Figura 122. Pigmento correspondente a ban
da 1 da coluna cromatografica, identificado como Pf~caroteno.
Como padrao foi utilizada uma amostra de B-caroteno (Sigma
Chemical Co.). Figura 123. Pigmento correspondente a banda 2
da coluna cromatografica, identificado como luteina. Figura
124, Mistura de xantofilas nao identificadas, correspondentes

as bandas 3 e 4 da coluna cromatografica.
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Figuras 125-127. Espectros de absorgaoc dos carotenoides, dis-
solvidos em hexano, extraidos das folhas das plantulas nor-
mais e do mutante luteus II desenvolvidas sob intensidade lu-
minosa de 25-30 lux. Figura 125. Pigmento correspondente a
banda 1 da colunma cromategrafica, identificado como B-carote-
no. Como padrao foi utilizada uma amostra de B-caroteno (Sigma
Chemical Co.). Figura 126. Pigmento correspondente a banda 2
da coluna cromatografica, identificado como luteina. Figura
127. Mistura de xantofilas nao identificadas, correspondentes

as bandas 3 e 4 da coluna cromatografica.
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Figuras 128-130. Espectros de absorcao dos carotendides, dis-
solvidos em hexano, extraidos das folhas das plantulas nor-
mais e do mutante luteus IT desenvolvidas no campo. Figura

128. Pigmento correspondente 3 banda 1 da coluna cromatogr&fi

ca, identificado como B-carotenc. Como padrao foi utilizada
uma amostra de P-caroteno (Sigma Chemical Co.). Figura 128,
Pigmento correspendente 3 banda 2 da coluna cromatografica,

identificado como luteina. Figura 127. Mistura de xantofilas
nao identificadas, correspondentes 3s bandas 3 e 4 da coluna

cromatografica.
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Figuras 131 e 132. Espectos de absorcao de carotendides pre-
sentes nos extratos das folhas das plantulas normais e dos mu
tantes albino, luteus I e luteus II, dissolvidos em clorofor-—
mio (——-—) e ap0s reacao de desidratagao (----- ). Figura 131.
Pigmento correspondente a banda 1 da ecoluna cromatografica,
identificado como B-caroteno. Figura 132. Pigmento correspon-

dente a banda 2 da coluna cromatografica, identificado como

luteina.
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Figuras 133-135., Espectros de absorgao de carotendides pre—
sentes nos extratos das folhas das plantulas normais e dos
mutantes albino, luteus I e luteus 11, dissolvidos em etanol
(—~) e ap0s reagao com acido cloridrico para jidentifica-
cao de epOxidos (=---- ). Figura 133. Pigmento correspondente
a banda 1 da coluna cromatografica, identificado como B-caro
teno. Figura 134. Pigmento correspondente a banda 2 da colu-
na cromatografica, identificado como luteina. Figura 135.
Mistura de xantofilas nao identificadas, correspondentes as

bandas 3 e 4 da coluna cromatografica,
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TABELA 1 - Conteudo de protoclorofila e clorofila (mg/g. peso
fresco) em extratos de folhas de plantas normais e
mutantes desenvolvidas em intensidade luminosa de

25 - 30 lux.*

PROTOCLO  CLOROFL CLOR.a/
MATERTAL  ROFILA LA TOTAL CLOROFILA a CLOROFILA B CLOR.D
Normal 0,045 0,265 0,168 0,097 1,73
Albino 0,009 0,024 0,014 0,010 1,40
Normal 0,036 0,264 0,171 0,093 1,84
Luteus I 0,012 0,006 0,004 0,002 2,00
Normal 0,041 0,255 0,163 0,092 1,77
Luteus II 0,026 0,202 0,137 0,065 2,10

(*) Média de 5 repeticoes.

TABELA 2 - Conteudo de protoclorofila e clorofila (mg/g peso
fresco) em extratos de folhas de plantas normais e
mutantes desenvolvidas em intensidade luminosa de

%
1.000 lux,

PROTOCLQ CLGROF& CLOR.a/
MATERTAL ROFILA LA TOTAL CLOROFILA @ CLOROFILA b E€LOR.P
Normal 0,086 0,680 0,420 0,260 1,61
Albino 0,013 0,065 0,036 0,027 1,28
Normal 0,080 0,610 0,374 0,236 1,58
Luteus I 0,003 0,019 0,013 0,000 2,16
Normal 0,126 0,853 0,531 ,322 1,65
Luteus IT 0,051 G,331 0,206 0,124 1,66

(*) Média de 5 repeticoes.




163.

TABELA 3 - Conteudo de protoclorofila e clorofila (mg/g peso
fresco) em extratos de folhas de plantas normais e
mutantes desenvolvidas em intensidade luminosa de

*
10,000 lux.

PROTOCLO  CLOROFI CLOR.a/
MATERIAL  ROFILA LA TOTAL CLOROFILA ¢ CLOROFILA b CLOR.b
Normal 0,104 0,669 0,415 0,254 1,63
Albino 0,011 0,059 0,034 0,025 1,36
Normal 0,097 0,615 0,375 0,240 1,56
Luteus I 0,005 0,018 0,012 0,006 2,00
Normal 0,133 0,837 0,523 0,314 1,66
Luteus II 0,050 0,325 0,208 0,117 1,77

(*) Media de 5 repeticoes.

TABELA 4 - Conteiido de protoclorofila e clorofila (mg/g peso

fresco) em extratos de folhas de plantas normais e

mutante.luteus II desenvolvidas em condicoes de
campo.’
PROTOCLO  CLOROFI- CLOR.a/
MATERTAL ROFILA LA TOTAL CLOROFILA o CLOROFILA b (LOR.®
Normal 0,129 1,002 0,634 0,368 1,72
Luteus 1T 0,024 0,131 0,087 0,044 1,97

(*) Media de 5 repeticoes.
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TABELA 6 =~ Valores de Rf dos carotencides dos tipos mutantes .e
normais, antes e apos reagoes de acetilacao e meti-
lagao, submetidos & cromatografia de camada delgada
em placas de silica gel eluidos com metanol 37 em

benzeno.

BANDA (CROMATOGRA Rf ANTES Rf APOS Rf APGS
FIA EM COLUNA) DA REACAO ACETILAGAO METILACAO
1 0,78 0,78 0,78
2 0,14 0,28 e 0,60 5832
3 0 0,18 -
4 0 0,08 -
TABELA 7 - Resultados dos testes de identificacao de epoxidos

por exposicao dos carotenoides dos tipos normais e
mutantes nas placas de cromatografia a vapores de

acido cloridrico.

BANDA (CROMATOGRA
FIA EM COLUNA) COR ANTES DA REACAO COR APDOS REACAO

1 amarela - alaranjada amarela-alaranjada
2 amarela amarelia

3 amarela azul

4 amarela azul




TABELA 8 - Conteudo de carotenoides (ug/g peso fresco)

tos de folhas de plantas normais e mutantes.

vidas em intensidade lumincsa de 1.000 lu=x.

100,

em extra

desenvol

CAROT. TOTAIS

MATERTAL CARgggﬁgégEs B-CAROTENO  LUTEINA %gﬁ;gi??gi;ﬁg’

' CLOROF. TOTAL
Normal 33,2 27,3 . . 0,048
Albino 1,6 1,0 , , 0,024
Normal 37,1 31,8 4, , 0,060
Luteus I 5,8 3,7 1, 0, 0,305
Normal 75,0 57,5 16,0 1,5 0,088
Luteus IT1 24,7 19,0 5,0 6,7 0,071
TABELA 9 - Conteudo de carotenoides (ug/g peso fresco) em extra

tos de folhas de plantas normais e do mutante luteus

71 desenvolvidas em intensidade luminosa de 25 - 30
- *
lux e condigoes de campo.

YANTOFILAS NAO CAROT. TOTAIS

MATERTAL CARggiiEEDES B-CAROTEND LUTETNA & PAS
: CLOROF. TOTAL
Normal 24,9 21,2 3,7 0,04 0,097
Luteus II 16,8 13,3 3,5 0,02 0,085
* i
Normal 68,4 54,2 11,8 2,40 0,068

%
Luteus TII 15,9 g,1 6,0 1,81 0,120




