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RESUMO
A perda parcial ou completa de pigmentos de clorofila caracteriza um fendmeno raro em
plantas, o albinismo vegetal. Plantulas albinas de [Delonix regia (Bojer ex Hook) Raf.].
foram reportadas recentemente e estudo prévio evidenciou alteracbes na
micromorfologia estomatica e nas dimensdes dos tecidos foliares, em relacdo aos
homdlogos selvagens. Assim, o presente estudo teve como objetivo determinar os
possiveis reflexos da perda de clorofila na fisiologia, metabolismo e na estrutura da
parede celular de folhas e epicétilos de plantulas albinas de D. regia, como observado
em trabalhos recentes publicados com estudos de Sequioa sempervirens (D. Don.) Endl.).
Sementes de D. regia foram germinadas e a frequéncia de plantulas do tipo selvagem
(WT) e albinas foram determinadas. O conteudo de clorofila, bem como, de metabdlitos
associados ao metabolismo de carbono e de nitrogénio foram quantificados. Amostras de
foliolos e do epicotilo de ambos os fenotipos foram processadas seguindo procedimentos
comuns para analise com microscopia de luz e de imunofluorescéncia. As plantulas
albinas representaram 16% das sementes presentes nas vagens. Contudo, apenas 15% das
vagens deram origem a plantulas albinas. Essas plantulas apresentaram conteddo de
clorofila e carboidratos com menores concentragdes em glicose, frutose, sacarose e
amido. Em contrapartida, o conteido de proteinas e aminoacidos foi, respectivamente,
31,8% e 65,3% maior em comparacdo aos homdlogos selvagens. As plantulas albinas
apresentaram foliolos e epicotilos com menor diferenciacdo histoldgica. Analises de
trocas gasosas também mostraram que o albinismo altera a eficiéncia do aparelho
fotossintético, uma vez que, a taxa de assimilacdo de carbono, transpiracéo, eficiéncia do
uso da dgua e condutancia estomatica foram menores em plantulas albinas. Os resultados
também indicaram a ocorréncia de estresse oxidativo e lipidico nas mesmas, embora o
conteudo da maioria de macro e micronutrientes tenha sido maior em plantulas albinas.
Observa-se, ainda, menor deposicdo de pectinas e xiloglucano nas paredes celulares de
orgdos albinos. Estes resultados evidenciam o amplo reflexo da perda de clorofila no
metabolismo e na fisiologia de D. regia e o papel essencial dos pigmentos fotossintéticos
no desenvolvimento dos tecidos vegetais, desta forma, diferencas entre as plantulas
selvagens e albinas podem ser ressaltadas, em diversos aspectos de estudos relacionados

ao assunto.



Palavras-chave: Albinismo; Clorofila; Imunocitoquimica; Metabolismo do Carbono; Parede
Celular.

ABSTRACT

The partial or complete loss of chlorophyll pigments characterizes a rare phenomenon in plants,
the plant albinism. Albino seedlings of [Delonix regia (Bojer ex Hook) Raf.]. were recently
reported and a previous study showed changes in stomatal micromorphology and in the leaf
tissues dimensions, in relation to wild-type homologs. Thus, the present study aimed to
determine the possible effects of chlorophyll loss on the physiology, metabolism and cell wall
structure of leaves and epicotyls of albino seedlings of D. regia, as observed in recent works
published with studies of Sequioa sempervirens (D. Don.) Endl.). D. regia seeds were
germinated and the frequency of wild type (WT) and albino seedlings was determined.
Chlorophyll content, as well as metabolites associated with carbon and nitrogen metabolism
were quantified. Leaflet and epicotyl samples of both phenotypes were processed following
common procedures for analysis with light and immunofluorescence microscopy. The albino
seedlings represented 16% of the seeds present in the pods. However, only 15% of the pods rise
to albino seedlings. These seedlings had chlorophyll and carbohydrate content with lower
concentrations of glucose, fructose, sucrose and starch. In contrast, the protein and amino acid
content was, respectively, 31.8% and 65.3% higher compared to wild-type counterparts. The
albino seedlings presented leaflets and epicotyls with less histological differentiation. Gas
exchange analyzes also showed that albinism alters the photosynthetic apparatus efficiency,
since the rate of carbon assimilation, transpiration, water use efficiency and stomatal
conductance were lower in albino seedlings. The results also indicated the occurrence of
oxidative and lipid stress in them, although the content of most macro and micronutrients was
higher in albino seedlings. It is observed lower deposition of pectins and xyloglucan in the cell
walls of albino organs. These results show the broad reflection of the chlorophyll loss in the
metabolism and physiology of D. regia and the essential role of photosynthetic pigments in the
development of plant tissues, thus, differences between wild and albino seedlings can be

highlighted in several aspects of studies related to the subject.
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INTRODUCAO

A perda parcial ou completa de clorofila caracteriza um fendmeno raro em plantas, o
albinismo vegetal [5]. As plantas albinas sdo caracterizadas pela cor branca / palida de érgéos
vegetais normalmente verdes [6]. Esse fendmeno ja foi reportado em mais 54 espécies
florestais, sendo 42 espécies arboreas [7]. A ocorréncia do albinismo vegetal pode ser por um
ou uma combinacdo de fatores, incluindo gendtipo, ambiente, balan¢co hormonal e mutacGes
genéticas [8]. Luz e temperatura, por exemplo, desempenham papel na determinacdo da
frequéncia de formacéo de plantas albinas. Em geral, baixas temperaturas e baixa incidéncia de
luz podem induzir aumento na frequéncia de plantas albinas na populagéo [8, 9]. O albinismo
também ¢é frequentemente reportado em programas de melhoramento como resultado de
cruzamentos interespecificos ou a partir da manipulacdo de poliploides, embora, também seja
encontrado na natureza. As clorofilas sdo essenciais para a sobrevivéncia e desenvolvimento
das plantas ap0s o processo de germinacao. Esses pigmentos sdo necessarios para a captacao
de energia luminosa, possibilitando a producdo de compostos organicos essenciais para 0
desenvolvimento e reproducao das plantas [1].

As clorofilas possuem papel determinante na relacdo entre absorcdo, transferéncia e
conversdo da energia luminosa em energia quimica em organismos fotossintéticos [2]. que
desempenham papéis importantes na diferenciacdo dessa organela e na sintese e regulacéo do
sistema fotossintético [2]. A biogénese do cloroplasto esta coordenada com o crescimento da
folha para permitir uma mudanca do metabolismo heterotrofico para o fotoautotréfico. A folha
se torna fotossinteticamente ativa ao mesmo tempo que muda sua morfogénese [3].

As clorofilas estdo essencialmente localizadas nas membranas dos tilacoides dos
cloroplastos. Essa organela esta relacionada com o desenvolvimento foliar e eficiéncia do
aparelho fotossintético [2]. A sinalizacdo do cloroplasto €, também, determinante para varios
mecanismos de desenvolvimento da planta, incluindo a diferenciacdo de células e tecidos [4].
A fenotipagem de plantas com defeitos na expressdo de genes do cloroplasto revelaram a
importancia dos plastidios para o desenvolvimento e arquitetura da folha [1].

Os fatores genéticos sdo ainda mais determinantes no albinismo. Estudos evidenciaram
gue o albinismo é uma caracteristica recessiva governada por muitos loci, podendo ser

resultante de mutac6es em genes responsaveis pela biogénese da clorofila ou do préprio aparato



fotossintético [10], plantas persistentemente aclorofiladas, para as quais a auséncia de
cloroplastos é o resultado de alguma instabilidade genética ou de desenvolvimento se tornam
ainda mais raras, sdo fonte de estudos sobre o albinismo [11]. Assim, mutantes albinos
representam excelente material para estudar a fotossintese e a influéncia dos pigmentos
fotossintéticos no metabolismo e no desenvolvimento vegetal [12].

O albinismo pode ser letal para as plantas, uma vez que, ndo conseguem crescer
autotréficamente. Em pléntulas, o albinismo ocasiona morte prematura do organismos, logo
apos as suas reservas terem sido consumidas [6]. Como a maioria dos pigmentos fotossintéticos
das folhas encontra-se distribuidos em plastidios, esté claro que o albinismo envolve alteraces
draméticas na biogénese do cloroplasto. A maior parte das pesquisas nesta area reportou
alteracdes na ultraestrutura dos plastidios de plantas albinas em comparacdo com as plantas
verdes [10]. O albinismo afeta, também, a fotossintese e 0 metabolismo energético, culminando
no menor crescimento e desenvolvimento das plantas [12]. Os pardmetros fotossintéticos mais
baixos dos mutantes albinos sdo provavelmente causados por alteragdes na estrutura do
cloroplasto ou pela diminui¢éo no conteudo de clorofila [2].

A diferenciacdo do cloroplasto é importante regulador do inicio de expanséo celular e
da fotossintese em folhas [13]. A sinalizacdo do cloroplasto é, também, determinante para
varios mecanismos de desenvolvimento da planta, incluindo a diferenciacdo de células e tecidos
[4]. Mudancas na atividade e formacédo do cloroplasto, portanto, podem afetar o tamanho e a
forma das folhas, sendo esses, fatores essenciais que determinam o desempenho da planta e sua
atividade fotossintética. A morfologia da folha influencia os principais parametros
fotossintéticos, como a eficiéncia de absorcdo de luz e troca gasosa [1]. AlteracBGes ocorridas
nas folhas demonstram, também, que o cloroplasto estd intimamente ligado a organizacéao
celular e o arranjo do mesofilo foliar [6].

A auséncia de cloroplastos nos 6rgdos vegetais bloqueia a funcdo estomatica, ja que
sinais luminosos ndo sdo interpretados pelo aparelho fotossintético. Orgaos vegetais albinos,
geralmente apresentam maior densidade e condutancia estomatica [6, 11]. A incapacidade das
folhas albinas realizarem fotossintese diminui drasticamente a funcéo do ciclo de Calvin e sua
formacdo de produtos e subprodutos importantes para o acumulo de massa seca. O ganho
reduzido de carbono resulta, ainda, em menor area foliar, menor diferenciacdo dos tecidos
vegetais e, portanto, menores relagdes folha / xilema. Além disso, o xilema de 6rgdos
vegetativos albinos se torna estruturalmente mais fraco e mais suscetivel a embolia induzida

pela seca [11].



As paredes celulares sdo os principais componentes das células vegetais e apresentam
impacto significativo no desenvolvimento celular, crescimento e nas propriedades mecénicas
dos oOrgaos vegetais [14]. As paredes das células vegetais sdo constituidas por componentes
altamente complexos de polissacarideos estruturalmente diversos que contribuem para uma
variedade de processos celulares. A deposicdo de diferentes polimeros dentro das paredes
celulares é um processo altamente orquestrado [15]. Logo, a ineficiéncia deste processo de
deposicdo de polimeros pode acarretar processos de estresse, falhas no transporte hidrico e
absorcéo de nutrientes [16-18].

Os polissacarideos hemicelulésicos sdo moléculas complexas que se associam as
microfibrilas de celulose, fornecendo uma matriz reticulada [19]. A biossintese de
polissacarideos da parede celular de plantas parece permitir a diversidade evolutiva e ambiental,
em que as microfibrilas de celulose tornam-se laminadas para aumentar a resisténcia da parede
e ficam incrustadas com lignina, que é uma grande molécula polifendlica que torna a parede
resistente as forgas compressivas [20].

As pectinas, juntamente com as proteinas, influenciam em funcGes como porosidade,
adesdo, rigidez e flexibilidade, além de regular o crescimento celular da parede [21]. As
pectinas contribuem para a resisténcia mecanica e rigidez da parede celular e estdo envolvidas
em muitos processos, incluindo deslizamento da parede, extenséo e sinalizagéo intercelular
[20], e sua desmetil esterificacdo resulta em desequilibrio de rigidez e porosidade [21].

A lignina, por sua vez, é o0 composto mais abundante nas arvores, depois da celulose
[17]. A lignificacdo dos tecidos vegetais ocorre atraves da atividade felilalanina-amonia-liase
(PAL), e os monolignoéis sintetizados por essas acGes sdo polimerizados para formar
macromoléculas de lignina juntamente com a participacdo de peroxidases (POX) [22].
Mutantes albinos demonstraram alteracGes na lignificacdo, processo que tem papel crucial na
formacédo da parede celular de determinados tipos celulares e no transporte de agua [17].

Recentemente, plantulas albinas de Delonix regia (Bojer ex Hook) Raf., espécie lenhosa
semidecidua popularmente conhecida como royal ponciana ou flamboyant, foram encontradas
no municipio de Rio Verde, GO, Brasil [6]. Alteraces na micromorfologia foliar foram
observadas nas mudas albinas dessa espécie. Além disso, as células da epiderme das folhas dos
individuos albinos de D. regia eram menores e menos sinuosas. Essas alteragfes estruturais
evidenciaram possiveis efeitos da auséncia de clorofila, na deposicdo de parede celular.
Considerando o papel crucial dos pigmentos fotossintéticos no metabolismo vegetal, o presente
estudo teve como proposito determinar possiveis relacdes entre a sintese de clorofila, a

deposicdo de parede celular e 0 metabolismo primario e secundario nas plantulas selvagens e



plantulas albinas a fim de conhecer e compreender os reflexos do albinismo na morfofisiologia

vegetal.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Vagens de Delonix regia foram coletadas de uma matriz localizada no municipio de
Rio Verde (17°48°11.8”S 50°54°21.8”0) no estado de Goias, Brasil. Esse individuo foi
escolhido pela ocorréncia de albinismo em plantas oriundas de suas sementes [6]. Ao total,
foram coletadas 350 vagens. As sementes de cada vagem foram retiradas, armazenadas em
sacos de papel e mantidas em geladeira a 4°C.

Germinacao

No momento da semeadura, 250 sementes, devidamente identificadas com numeracao
de vagens e quantidade de sementes por vagem, foram escarificadas mecanicamente com lixa
de 6xido de aluminio — gramatura 120 - A257 Norton® (Guarulhos, SP, Brasil) e semeadas em
tubos de polipropileno (400 cm®) contendo o substrato comercial Bioplant® (Nova Ponte, MG,
Brasil), areia lavada com mistura de 1/1 e irrigagcdo controlada 3 vezes ao longo do dia com
intervalos de 8 horas. As sementes foram mantidas nessa condi¢cdo por 30 dias. Esse
procedimento foi repetido quatro vezes. Em cada semeadura foi determinado o numero de
sementes por vagem e a porcentagem de germinacdo e de plantulas selvagens e albinas. Todos
os parametros foram determinados 15 dias ap6s a semeadura. Registros fotograficos foram

realizados usando camera Sony Alfa o NEX F3.

Determinacéo do teor de clorofila e proteina solavel

Amostras de folhas de plantulas selvagens e albinas de D. regia foram coletadas ap6s 15
dias de semeadura. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer a —20°C até a realizacao das analises. Para a quantificacdo da clorofila, as amostras de
folhas foram submetidas a extracdo com etanol. As absorbancias dos extratos foram
determinadas usando um espectrofotbmetro UV-Visivel a 665 e 645 nm. O conteudo desses
pigmentos foi calculado de acordo com as equacbes (1) e (2) apresentadas a seguir. Os
resultados foram expressos em pg - g — 1 de peso fresco.

Clorofila a ¥ 5:21 x Ab665 - 2:07 x Ab645 (1)

Clorofila b ¥ 9:29 x Ab645 - 2:74 x Ab665 (2)



Para quantificacdo de clorofila total, as quantidades de clorofila a e b foram somados. Para
obter o teor de proteina soluvel total, o precipitado (fracdo insoltvel) resultante do pigmento
etanol, a extracdo foi ressuspensa em 0,2 M KOH. A quantificacdo foi realizada seguindo a
metodologia de Bradford [23]. As absorbancias foram obtidas em espectrofotdmetro (Evolution
60, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts - EUA) a 595 nm.

Determinacéo dos parametros de trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), a condutancia total estomatica (gtw), a
transpiracéo (E), a razdo entre a concentragdo interna e ambiente de CO2 (Ci/Ca) e a eficiéncia
instantdnea do uso da &gua (A/E) foram determinadas nas folhas de plantas selvagens (WT) e
albinas, com repeticdo de 8 plantulas, divididas em 4 selvagem e 4 albinas de forma planejada
e variada de cada plantula.

As avaliagdes foram realizadas entre as 08h e 11h, em sistema aberto, sob irradiancia
de saturacéo variavel de 0, 50, 100, 150, 300, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 e
2000 pmol m-2 s-1, a 25°C e concentracdo de CO2 constante 400 pmol mol-1, como descrito
em lio et al. (2005), utilizando analisador de gases infravermelho e medidor de trocas gasosas
(CO2 e vapor d’agua) denominado IRGA (Infrared Gas Analyzer — LI1-6400), obtendo assim, a
taxa de fotossintese liquida (FSL, umolCO2 mol-1 s-1) representativa da planta. Estas curvas
também foram realizadas em cada um dos tempos de avaliacdo. Os dados de fotossintese liquida
atual foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey, em
nivel de 5% de probabilidade de erro. Além disto, equacdes de regressdao também foram
utilizadas para a interpretacdo dos resultados. Média das areas foliares das folhas utilizadas
obtidas pelo software ImageJ como processo de transformacao de imagem em Bitmap e calculo

da &rea em diferencial de cor.

Perfil Metabdlico

A determinacdo de metabolitos primarios foi feita por extragdo metandlica a quente como
estabelecido anteriormente [24]. As concentragcdes de glicose, frutose e sacarose foram
determinadas conforme [25]; aminodcidos livres. Além disso, na fragdo insoltvel da extracdo

metandlica foi feita a quantificagdo de amido [25].

Perfil Mineral
Para a determinacéo do perfil mineral, amostras (1,2 g) de folhas de plantas selvagens

e (1,2 g) de folhas de plantas albinas (n = 3) foram lavadas em dgua deionizada e seco em estufa



com circulagdo forcada de ar a 70°C, até peso constante. Em seguida, foi pesado (0,5 g) para a
obtencdo da matéria seca, moido em moinho tipo Wiley, equipado com peneira de 20 mesh. O
N-total foi determinado pelo método [26], descrito por [27] e 0 N-NO3-, de acordo com [28].
Os demais elementos foram analisados ap6s mineralizacao pela digestao nitroperclérica. O B
foi determinado colorimetricamente pelo método da Azometina H [29], ap6s a mineralizagdo
por via seca em mufla a 550°C. O P foi dosado colorimetricamente pelo método de redugéo do
fosfomolibdato pela vitamina C, de acordo com [30]; o K, por fotometria de emissao de chama;
0 Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu, por espectrofotometria de absorcdo atdmica; e o S determinado por
turbidimetria do sulfato [31].

Determinacéo do teor de lignina e enzimas antioxidantes

Determinacdo da atividade de enzimas do sistema antioxidativo: amostras de 0,250 mg
de cada repeticdo por tratamento foram armazenadas em papel aluminio e mantidas em
nitrogénio (N2) liquido durante todo procedimento de coleta e, em seguida, armazenadas em
ultrafreezer a -80°C para posteriores analises. A obtencdo do extrato para determinar a atividade
das enzimas dismutase do superdxido (SOD) catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX),
peroxidases inespecificas (POX), e felilalanina-amonia-liase (FAL) e polifenoloxidase (PPO):
foram proveniente de 0,2 g de fragmentos de tecido foliar macerados com N2 liquido em
almofariz e homogeneizados em 1 mL de tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,8), contendo
0,1 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonico
(PMSF) e 3% de polivinilpirrolidona (PVPP) (m/v). O homogeneizado foi mantido em banho
de gelo por 3 hora e depois centrifugado a 12000 x g, por 20 min, a 4°C. O sobrenadante foi
usado como extrato para a realizacdo das reacfes enzimaticas.

A atividade da SOD foi determinada conforme descrito por Del Longo et al., (1993),
com algumas modificacdes. A uma mistura de reacao, constituida de tampédo fosfato de sédio
50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, azul de p-nitro-tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 uM, foi adicionado 100 pL do extrato foliar, totalizando 1 mL. A reacdo foi
realizada a 25°C sob iluminacdo de lampadas de 15 W. Apos exposicdo a luz por 15 min, a
iluminacéo foi interrompida e a formacéo azul, produzida pela fotoreducdo do NBT, foi medida
em espectrofotdmetro (Evolution 60, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts - EUA) a
560 nm, conforme descrito por [32]. As amostras controle mantidas no escuro por 15 min,
contendo a mesma mistura descrita acima, tiveram suas absorbancias medidas a 560 nm. Uma
unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a
fotoreducdo do NBT [33].



A atividade da CAT foi determinada pelo método de [34], com algumas modificagdes.
A mistura de reacédo foi constituida de tampé&o fosfato de potéassio 50 mM (pH 6,8) e de H202
20 mM em um volume de 2 mL. A uma mistura de reagdo, constituida de tampéo fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,8) e de H202 20 mM, foi adicionado 100 pL do extrato de tecido foliar,
totalizando 2 mL. A atividade foi determinada pelo consumo de H202 a 240 nm, durante 3
min, a 25°C. O coeficiente de extingdo molar de 36 M-1 cm-1 [35], foi usado para determinar
a atividade das CAT, a qual foi expressa em mmol min-1 mg-1 de proteina.

A atividade da APX foi determinada pelo método de [36], com algumas modificacGes.
A uma mistura de reacdo, constituida de tampdo fosfato de potéassio 50 mM (pH 6,8), H202 1
mM e ascorbato 0,8 mM, foi adicionado 50 pL do extrato de tecido foliar, em um volume final
de 2 mL. A reacdo foi medida pela oxidacdo do H202 dependente do ascorbato a 290 nm,
durante 5 min, a 25°C. O coeficiente de extin¢do molar de 2,8 mM-1 cm-1 [36], foi usado para
calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em pmol min-1 mg-1 de proteina.

A atividade da POX foi determinada pela oxidacdo do pirogalol, de acordo com a
metodologia proposta por [37], com algumas modificacbes. A uma mistura de reacao,
constituida de tampdo fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20 mM e H202 20 mM,
foi adicionado 25 pL do extrato de tecido foliar, em um volume final de 2 mL. A reagéo foi
determinada pelo consumo de H202 a 420 nm, durante 3 min, a 25°C. O coeficiente de extingédo
molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance e Maehley, 1955) foi usado para calcular a atividade da
POX, a qual foi expressa em pumol de purpurogalina produzida min-1 mg-1 de proteina. A
atividade da PPO foi determinada da mesma forma que a da POX, com excec¢do do H202 que
foi omitido da mistura de reagéo.

A atividade da FAL foi determinada de acordo com a metodologia proposta por [38],
com algumas modificacdes. A reacdo foi iniciada ap6s a adicdo de 100 pL do extrato foliar ao
meio de reacao constituido de tampédo borato de sédio 40 mM (pH 8,8) e L-fenilalanina 20 mM
em um volume de 1 mL. A mistura da reacdo foi incubada em banho-maria a 30°C durante 1 h.
Ap0s esse periodo, a reacdo foi paralisada pela adi¢do de 50 puL de HCI 6 N. A absorbancia dos
derivados do &cido transcindmico foi determinada a 290 nm e o coeficiente de extingdo molar
de 100 M-1 cm-1 foi usado para calcular a atividade da FAL [39]. Nas amostras controle, o
procedimento foi realizado conforme descrito anteriormente, porém a parada de reagdo foi
realizada imediatamente apds a adicdo do extrato foliar ao meio de reacéo.

Com excecédo da SOD, a atividade das enzimas analisadas foi expressa em base de

proteina, cuja concentracdo foi determinada pelo método de [23].



Determinagdo da concentragdo de compostos fenolicos sollveis totais (CFST) e
derivados da lignina-acido tioglicolico (DLATG): amostras de 0,1 g de tecido foliar foram
maceradas com N2 liquido, seguida da adi¢do de 1 mL de metanol 80%. A solucdo permanecera
por 4 h em mesa agitadora a 300 rpm em temperatura ambiente e, posteriormente, sera
centrifugada a 17.000 g por 30 min. O sobrenadante foi utilizado para a determinagéo da
concentracdo de CFST.

A concentracdo de CFST foi determinada através do método desenvolvido por [40],
com algumas modificacGes. A reacao foi iniciada com a adi¢ao de Fenol Folin-Ciocalteu 0,2 M
a 150 pL do extrato de tecido foliar, seguida da incubacdo a 25°C por 5 min e adi¢do de
carbonato de sddio 0,1 M. Essa mistura de reacédo foi incubada por 10 min a 25°C. Logo ap6s a
adicdo de 1 mL de agua deionizada a essa mistura de reacdo, foi realizada a incubacao a 25°C
por 1 h. A absorbancia sera lida a 725 nm e a concentracdo de CFST foi realizada com base em
uma curva de calibragdo usando acido galico como padréo.

Para a mensuracao da concentracdo de DLATG, o pellet foi ressuspendido com 1,5 mL
de agua deionizada e, ap6s a homogeneizacéo, a mistura foi centrifugada a 12.000 g por 15 min.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco por 12 h a 65°C. O residuo alcodlico-insoluvel
seco foi usado para determinar a concentragdo de DLATG conforme descrito por [41]. A
absorbancia dos DLATG no sobrenadante foi medida a 280 nm e a concentragdo foi
determinada através de uma curva de calibracdo, na qual se utilizou lignina alcalina éter 2-
hidroxipropil como padréo.

Determinacdo da concentracdo de aldeido malénico (MDA): amostras de 0,19 de tecido
foliar foram maceradas em N2 liquido e homogeneizadas em 2 mL de &acido tricloroacético
(TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g, durante 15 min, a 4°C. A
uma solucdo de acido tiobarbiturico 0,5% (m/v) (preparado em 20% (m/v) de TCA) foi
adicionado 0,5 mL do sobrenadante, totalizando 1,5 mL. Essa mistura de reacdo foi incubada
em banho maria a 95°C, por 30 min, seguida da parada de reacdo em banho de gelo. As amostras
foram centrifugadas a 9000 x g, por 10 min, e a absorbancia especifica do sobrenadante
determinada a 532 nm [34], com algumas modificacbes). A absorbancia inespecifica foi
mensurada a 600 nm e subtraida do valor da absorbancia especifica. A concentragdo de MDA
foi calculada usando o coeficiente de extingdo de 155 mM-1 cm-1 e expressa em pmol kg-1 de
massa fresca [42].

Histologia



Para caracterizacdo estrutural, o epicétilo e o terceiro e quarto foliolos de eofilos de
cinco individuos de fenotipos selvagens e albinos de D. regia, com 15 dias de idade, foram
coletados e fixados em solugdo Karnovsky [43] por 24 horas. Apds esse periodo, o material
vegetal foi pré-lavado em tampdo fosfato, desidratado em série etilica de concentracdo
crescente e incluido em historresina (Leica, Alemanha), conforme recomendacbes do
fabricante. As amostras foram seccionadas transversalmente a 5 um de espessura com a
utilizacdo de navalhas de ago descartaveis de baixo perfil em um micrétomo rotativo (Modelo
1508R, Logen Cientifico, China). As sec¢bes foram coradas com azul de toluidina (0.05% em
tampéo fosfato 0.1 M, pH 6.8) [44].

Histoquimica

Para caracterizacdo histoquimica, seccdes transversais das amostras desidratadas em
série etilica de concentracdo crescente dos foliolos e epicétilo selvagens e albinos foram
submetidas floroglucinol [45] para detectar lignina; Lugol para detectar amido; Azul de
Toluidina [44] para deteccdo de fendis e paredes lignificadas; Sudan para deteccdo de lipidios
[46]; ruténio vermelho [45] para detectar pectina / mucilagem; Xylidine Ponceau [47] para

evidenciar proteinas totais; Dicromato de Potassio [48] para detectar fendis;

Imunicitoquimica

Para a realizacdo das analises imunocitoquimicas, as amostras de epicotilo e dos foliolos
de D. regia foram submetidos aos mesmos procedimentos de fixagdo e inclusdo descritos
anteriormente. Contudo, as seccOes histolégicas foram submetidas ao tratamento com
anticorpos monoclonais (Tabela 1). Para detec¢do de hemiceluloses (LM11, LM15 e LM21) as
amostras foram previamente tratadas com 10 pg.ml? de pectato liase (Sigma-Aldrich) em 2
mM do tampdo CaCl2, 50 mM do &cido 3-(ciclohexilamino)-1-propanossulfénico (CAPS)
(Sigma-Aldrich), pH 10 (Marcus et al. 2008), por 2 h em temperatura ambiente. Posteriormente,
todas as amostras foram embebidas em uma solucdo bloqueadora de leite em p6 Molico®/
tampao fosfato-salino (PBS), durante 30 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas em
anticorpos primarios monoclonais JIM5, JIM7, LM1, LM2, LM5, LM6, LM11, LM15e LM21
(Centre for Plant Sciences, University of Leeds, UK) (Tabela 1), diluidos 1:10 em leite / PBS
por 2 horas. As sec¢Oes histoldgicas, entdo, foram lavadas em PBS, com posterior incubacao
em anticorpo secundario FITC (1:100 em 3% leite/PBS), por 2 horas na auséncia de luz. O

controle foi obtido através da supressao da incubacdo com o anticorpo primario.



Tabela 1: Anticorpos monoclonais primarios e epitopos utilizados durante a analise de compostos de parede de

Delonix regia.

Anticorpos

Monoclonais Epitopos Referencias

Pectinas homogalacturonanas
JIMS I,Darcialmente (40%) Metil esterificado / sem [49].50]
ester
JIM7 Parcialmente (15-80%) Metil esterificado [50]
Pectinas ramnogalacturonanas
LM5 (1->4)-B-D-galactana [51]
LM6 (1->5)-a-L-arabinano [52], [53]
Extensinas
LM1 Extensina [54]
Proteina arabinogalactana
M2 Proteina arabinogalactana (AGP) [55], [54]
glicano
Heteroxilano
LM11 (1->4)-B-D-xilano / arabinoxilano [56]
Xiloglucano

LM15 XXXG motivo de xiloglucano [14], [57]
LM21 Heteromanano [58]

A montagem das laminas foi realizada em glicerina 50%, apds nova lavagem dos
cortes em PBS. Para o registro fotografico utilizou-se o microscdpio de fluorescéncia Leica
DM4000 LED acoplado com cdmera monocromatica HD (DFC3000 G), com comprimento de
onda de excitacao de 450-490 nm e filtro de emissdo de 515 nm. A intensidade da fluorescéncia
foi medida através do programa ImageJ® versdo 1.52a (National Institutes of Health, USA).
As intensidades de fluorescéncia dos diferentes epitopos foram avaliadas pela metodologia de
grayscale (Gy = grayscale), com analise em triplicata para cada regido. Apos as medidas, foram
propostas as seguintes categorias: (-) Negativo (= 0 Gy value); (+) fraco (<15 Gy value); (++)
Moderado (15_40 Gy value); (+++) Intenso (40_70 Gy value); (++++) Mais Intenso (>70 Gy

value).

Delineamento experimental



Os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente ao acaso consistindo no
minimo 4 repeti¢des. Os dados obtidos foram submetidos a anélise média e desvio padrdo, as
médias foram submetidas a analise de variancia e teste t com 5% de probabilidade e aqueles
com significancia foram marcados com (*) na plotagem dos graficos. Os graficos de analise de

variancia foram construidos em software Origin Pro (Northampton, MA, USA).

RESULTADOS
Germinacédo, morfologia e fenologia

Quinze dias apds a semeadura, 73% das sementes de Delonix regia germinaram (Fig.
1a). As plantulas obtidas apresentavam dois fen6tipos distintos; Plantulas com folhas verdes
(fenotipo selvagem) ou com folhas brancas, caracterizadas como albinas (Fig. 1a). As plantulas
albinas representavam cerca de 3% das plantulas obtidas em relacdo ao total de sementes
semeadas (Fig. 1a). Porém, somente 15% das vagens originaram plantulas albinas, sendo que
nessas vagens, 16% das sementes deram origem a plantulas com albinismo (Fig. 1a). As
plantulas albinas sobreviveram entre 15 a 20 dias apds a semeadura e ndo apresentaram
alteracdo na arquitetura vegetal. Ambos, fendtipos albinos e selvagens, possuiam trés eofilos

pinados (Fig. 1a).

O albinismo altera o contetdo de clorofila e a fotossintese de D. regia

As plantulas brancas apresentaram menor conteudo de clorofila total, em comparacéo
ao homologo selvagem (Fig. 1b), confirmando a ocorréncia de albinismo. As maiores taxas de
assimilacdo liquida de carbono das folhas foram medidas nas folhas de plantulas selvagens de
D. regia (Fig. 1c), as medicGes de plantulas albinas tém diferencas no contetdo de clorofila e
no aparelho fotossintético, e taxas de eficiéncia instantdnea do uso de agua (Fig. 1h) e
transpiracdo ao vapor de agua (Fig. 1e) foram menores, em comparacdo as plantulas selvagens.
Mesmo apresentando maior densidade estomatica (Fig. 1f), a condutancia estomatica (Fig. 19)
também foi menor em plantulas albinas. Em contrapartida, a razdo entre a concentracao interna

e ambiente de CO2 (Ci/Ca) foi maior nas plantulas albinas (Fig. 1d).
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Figura 1: Germinacdo e morfologia das plantulas selvagem (WT) e albinas de Delonix regia. (a); Barra = 1cm.

Clorofila total (b); Taxa de assimilacdo liquida de carbono (A) (c), Razdo entre a concentragdo interna e



concentracdo externa de CO2 (Ci/Ca) (d), Taxa de transpiracdo (E) (e), Superficie da folha de mudas WT e mudas
albinas de D. regia, imagens obtida usando microscopia dptica (f); condutancia estomatica (gs) (g) eficiéncia
instantanea no uso da agua (A/E — razao entre a taxa de assimilacdo liquida de carbono e a taxa de transpiragao de

agua) (h), determinada em folhas de D. regia sob Densidade de fluxo de fétons (umol m-2 s-1).

O albinismo altera o metabolismo de Carbono e de Nitrogénio em plantulas de D. regia

Os contetidos de metabolitos associados ao metabolismo de carbono também foram
diferentes nos fendétipos de D. regia avaliados (Fig. 2a-f). Plantulas selvagens apresentaram
maior contetido de glicose (Fig. 2a), frutose (Fig. 2b), sacarose (Fig. 2¢) e amido (Fig. 2d, €)
em comparagao aos seus respectivos homologos albinos. Consequentemente, o contetido de
compostos organicos, representados no presente estudo pelo malato, também foi maior em
plantulas selvagens (Fig. 2f). Entretanto, as plantulas albinas apresentaram conteddo maior de
proteinas soluveis (31,8%) e aminoacidos (65,3%), em relacdo ao homologos selvagens (Fig.
29, h, ).
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Figura 2: Metabolismo de Carbono e Nitrogénio de plantulas selvagens (WT) e albinas de Delonix regia. (a-i);

glicose (a); frutose (b); sacarose (c); histoquimica de amido com Lugol (O’brien, Feder € Mccully,1964) (d); total

de amido (e); malato (f); histoquimica do conteldo total de proteinas com Xylidine Ponceau (VIDAL, 1970) (g);

total de proteina solGveis (h); aminoacido (i). Médias com um asterisco sao diferentes de acordo com o teste t a

5% de probabilidade. As barras de erro denotam o desvio padrdo. Barras = 50 pm.

O albinismo altera a concentracao de macro e micronutrientes foliares em plantulas de D.

regia

As concentragdes foliares de nutrientes foram diferentes nos fenotipos de D. regia



avaliados (Fig. 3). Os teores da maioria dos macronutrientes e micronutrientes foram maiores

nas plantulas albinas, a exce¢do de K (Fig. 3c), Ca (Fig. 3d) e Mn (Fig. 3h).
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Figura 3: Teores das concentracfes foliares dos macronutrientes (a-f): nitrogénio (N), fésforo (P), potéssio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e micronutrientes (g-k), ferro (Fe), Manganés (Mn), Cobre (Cu), Zinco
(Zn) e Boro (B) em Delonix regia. Médias com um asterisco sdo diferentes de acordo com o teste t a 5% de

probabilidade. As barras de erro denotam o desvio padrdo.

O albinismo influéncia na atividade enzimatica e peroxidacéo de lipidios
A atividade enzimatica das plantulas albinas estdo em niveis alterados com suas
contrapartes verdes, as analises revelaram alteracdes na atividade de dismutase do superoxido

(SOD) e atividades de enzimas peroxidase (POX) com valores maiores nas amostras selvagens



de D. regia, logo os resultados da atividade de catalase (CAT), de concentracdo de aldeido

malonico (MDA) e atividade de peroxidase do ascorbato (APX) foram maiores nas amostras

albinas, os resultados demonstram estresse e peroxidacéo lipidica nas plantulas albinas de D.

regia.

a

N w N (6)]
o o o o
o o o o

=X
o
o

Malondialdehyde (umol)

WT Albino

18 *®
16
14
12
10 :

SOD (U /g)

N B

o

WT Albino

POX (Mol / min / mg protein)
w

WT Albino

b

CAT (mmol / min / mg protein)

APX (mmol / min / mg protein)

0.05

0.04

0.03

0.021

0.01

WT Albino

0.6

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

WT Albino

Figura 4: Atividade enzimatica de plantulas selvagens (WT) e Albinas de Delonix regia. concentracdo de aldeido
mal6nico (MDA) (a); Atividade de Catalase (CAT) (b); Atividade de Dismutase do Superdxido (SOD) (c);
Atividade de Peroxidase do Ascorbato (APX) (d); Atividades de enzimas peroxidase (POX) (e). Médias com um

asterisco sdo diferentes de acordo com o teste t a 5% de probabilidade. As barras de erro denotam o desvio padréo.



O albinismo reduz a lignificagdo dos tecidos vegetativos

Na caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos teores de lignina e fendis feita através
dos testes histoquimicos e bioguimicos percebe-se que as plantulas selvagens possuem maior
teor de lignina e fendis em sua estrutura caulinar, nas fibras e no xilema (fig. 5 c-f) através dos
testes feitos com floroglucinol, e nas folhas através dos testes bioquimicos (fig. 5 €), nos testes
bioquimicos observa-se que as plantulas selvagens possuem maior atividade enzimatica
FENILALANINA AMONIA-LIASE (PAL) e Atividade de polifenoloxidase (PPO) nas folhas
(fig. 5 a-d), demonstrando sua capacidade de lignificagdo em relacdo aos seus pares albinos nas
amostras selvagens.
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Figura 5 : Atividade de polifenoloxidase (PPO) (a), quantificagdo dos teores de concentracdo de compostos
fendlicos solUveis totais (CFST) (b); Caracterizacéo histoquimica para detecgdo fenois com Dicromato de Potassio
(Gabe 1968) (c); Atividades de enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL) (d); Derivados da Lignina-Acido
Tioglicélico (DLATG) (e); Caracterizagdo histoquimica para detec¢do de Lignina e com Floroglucinol (Johansen
1940) (f) em Delonix regia.

O albinismo influéncia na anatomia e na deposi¢édo de parede celular de D. regia
Alteragdes na estrutura foliar e caulinar foram observados em pléantulas albinas de D.

regia. Os foliolos de plantulas selvagens sdo constituidos por uma epiderme unisseriada,

hipoestomatica e mesofilo dorsiventral, consistindo em uma camada de parénquima paligcadico

e duas a quatro camadas de parénquima lacunoso (Fig. 6a). Nas plantulas albinas, os foliolos



apresentaram-se, aparentemente, mais espessos e hipertrofiados no parénquima clorofiliano. O
parénquima paligadico era formado por células aparentemente mais volumosas e o parénquima

lacunoso era compacto com poucos espacos intercelulares (Fig. 6b).






Figura 6 — Caracterizacdo anatdmica e imunocitoquimica da regido internerval de foliolos de plantulas selvagens
(WT) e albinas de Delonix regia. Seccdes transversais de plantulas selvagens (a, c, e, g) e albinas (b, d, f, h).
Imagens coradas com azul de Toluidina (a, b) e marcadas com os anticorpos monoclonais JIM 5 (c, d), JIM 7 (e,
f) e LM 15 (g, h). A deteccéo dos epitopos é indicada pela fluorescéncia verde (cabega de seta). Abreviagdes: ad
face adaxial da epiderme, ab face abaxial da epiderme, pp parénquima pali¢adico, sp parénquima lacunoso. Barras

=25 pum.

Nos foliolos de plantulas selvagens, epitopos de HG de alta metil-esterificacéo,
reconhecido pelo anticorpo JIM5, foram marcados nas paredes de células da regido da
epiderme, (Fig. 6¢, d). Nas plantulas albinas, também foram observadas autofluorescéncia nessa
regido. Porém, nas plantulas albinas as marcagdes apresentaram menor intensidade (Fig. 6c, d;
Tabela 2). Nos foliolos de plantulas selvagens, epitopos de JIM 7, foram marcados nas paredes
de células da regido da epiderme abaxial e adaxial e mesofilo (Fig. 6e, f). Nas plantulas albinas,
também foram observadas marcagdes nessa regido. Porém, nas plantulas albinas as marcacdes
apresentaram menor intensidade (Fig. 6e, f; Tabela 2). Analises do epitopo de xiloglucano (LM
15), evidenciaram marcacdes nas folhas de D. regia na regido da epiderme abaxial e adaxial de

plantulas selvagens (Fig. 6g) e na regido abaxial das plantulas albinas (Fig. 6h).






Figura 7 — Caracterizacdo anatdmica e imunocitoquimica de epic6tilos de plantulas selvagens (WT) e albinas de
Delonix regia. Seccdes transversais de plantulas selvagens (a, c, e, g) e albinas (b, d, f, h). Imagens coradas com
com azul de Toluidina (a, b); marcadas com o anticorpo monoclonal JIM 7 (c-d); marcadas com o anticorpo
monoclonal LM 5 (e-f); marcadas com o anticorpo monoclonal LM 1 e LM 11 (g-h) . A detecgdo dos epitopos é
indicada pela fluorescéncia verde. Abreviacdes: ¢ cortex, e epiderme, f fiber, p floema, pi medula, x xilema. Barras
=a, b200 um; ¢ —h 25 pm.

Os epicdtilos das plantulas selvagens e albinas de D. regia apresentaram a mesma
organizacdo histoldgica, sendo constituidos por uma epiderme unisseriada, cortex composto
por 5-7 camadas de parénquima de preenchimento e uma camada de fibras, feixes vasculares
do tipo colateral e a medula composta por parénquima de preenchimento (Fig. 7a, b). A
instalacdo do cambio vascular também foi notada em ambos os fenétipos estudados. Contudo,
nas plantulas albinas os tecidos vasculares e de sustentacdo apresentaram menor diferenciacéo
e lignificacdo (Fig. 7a, b). O epicétilo selvagem, apresentou marcagdes de epitopos pécticos
(JIM7) na regido da epiderme e do cdrtex, diferente do epicdtilo albino que apresentou em baixa
intensidade apenas no cortex, na mesma proporcao seguem as marcagdes com o epitopo (JIM7),
como demonstrado na tabela de reacdo. As marcacbes do epitopos (LM5) e (LM11)
apresentaram poucas marcagdes na regido do cortex e na epiderme, tanto nas amostras
selvagens quanto nas albinas, as marcac6es do epitopo (LM1) foram observadas na regido do
cortex, na epiderme e nas fibras do epicétilo selvagem, no epicétilo albino foi observado apenas
no cortex. O epitopo (LM11) apresentou poucas marcagdes na regido da epiderme e cortex do

epicotilo selvagem.



Albino

Figura 8 — Caracterizacdo anatbmica e imunocitoquimica da regido da nervura mediana de foliolos de plantulas

selvagens (WT) e albinas de Delonix regia. Secces transversais de plantulas selvagens (a, ¢, d, e) e albinas (b, f,
g, h). Imagens coradas com azul de Toluidina (a, b) e marcadas com os anticorpos monoclonais LM 6 (a, b) e
LM15 (c,d,e, f,g,h). A deteccdo dos epitopos € indicada pela fluorescéncia verde (cabeca de seta). Abreviagdes: ¢

cortex, e epiderme, f fiber, p floema, pi medula, x xilema. Barras =25 um.

A regido da nervura mediana dos foliolos selvagens e albinos de D. regia possuiam
formato convexo e eram compostas por epiderme unisseriada, parénquima pali¢cadico voltado
para a face adaxial, parénquima fundamental na face abaxial da lamina foliar e feixe vascular

do tipo colateral na posicdo central (Fig. 8c, d, f, g). Porém, as plantulas selvagens



apresentavam, aparentemente, maior diferenciacdo dos tecidos vasculares (Fig. 8c, d). Como
observado na regido internerval, tanto o epitopo de HG de alta metil-esterificacdo de
xiloglucano (LM15) apresentaram marcacGes menos intensas nas plantulas albinas (Fig. 8 f, g;
Tabela 2). Outra regido analisada e com marcacdes do epitopo de xiloglucano (LM 15) foi a do
feixe vascular, com marcacgdes no parénquima de preenchimento das plantulas selvagens (Fig.
7 ¢, d). Algumas células do cortex de plantulas selvagens também apresentaram sinais do
epitopo peécticos (LM 6) (Fig. 7a), caracteristica pouco percebida nas células do cortex de

plantulas albinas (Fig. 7b).

Tabela 2 - Intensidade de reagdo dos epitopos em foliolos e epicdtilos de plantulas selvagens (WT) e albinas

(Albino) de Delonix regia.

Intensidade de Fluorescéncia

Anticorpo Foliolos WT Foliolos albinos
monoclonal ad pp fv. sp ab ad pp fv spab
JIM5 ++ - - - - - - - - -
JIM7 ++4++ 4+ ++ +++ -+ +++ 4+ ++ ++ ++
LM6 - - - - - - - - - -
LM1 - - - - - - - - - -
LM2 - - - - - - - - - -
LM11 - - - - - - - - - -
LM15 +++ ++ +++  ++ +++ e+t +++  ++ ++
LM21 - - - - - - - - - -
Epicétilos WT Epicadtilos albinos

ep co p Ve fi pi ep co p Ve fi pi
JIM5 ++ +++ - - - - - ++ - - - -
JIM7 ++ ++ - - ++ - - ++ - - - -
LM5 ++ ++ - - ++ - ++ ++ - - - ++
LM6 ++ ++ - - ++ - ++ ++ ++ - - ++
LM1 ++ ++ - - ++ - - - - - - -
LM2 ++ ++ - - - - ++ ++ - - - -
LM11 ++ ++ - - ++ - - - - - - -
LM15 ++ ++ ++ o+t ++ +++  ++ - +++  ++
LM21 ++ ++ - - - - - ++ - - - -

Escala de intensidade de marcacéo: (-) Negativo (= 0 Gy value); (+) fraco (<15 Gy value); (++) Moderado (15_40
Gy value); (+++) Intenso (40_70 Gy value); (++++) Mais Intenso (>70 Gy value). Abreviacdes: ad face adaxial
da epiderme, ab face abaxial da epiderme, ep epiderme, co cortex, p floema, pi medula, pp parénquima palicadico,

sp parénquima lacunoso, x xilema, vc cdmbio vascular, fi fibras, fv feixe vascular.



Discussao

Estudos recentes de espécies com auséncia de clorofila evidenciaram que existem
alteracdes significativas na anatomia e na fisiologia de plantas albinas [6, 10, 11]. Os resultados
obtidos no presente estudo corroboram essas evidéncias e demonstram que o metabolismo e
estrutura de plantulas de Delonix regia foram alteradas em decorréncia do albinismo.

Os dados de germinacdo evidenciaram que apenas de 3% das sementes originaram
plantulas albinas. A ocorréncia de albinismo por vagem, foi consideravelmente maior, cerca
16% das sementes presentes em uma vagem apresentou albinismo, sendo que, somente 15%
das vagens semeadas apresentaram albinismo, evidenciando que a ocorréncia de albinismo esta
restrita a um ou poucos ramos do individuo, corroborando a ideia que o albinismo é uma
caracteristica recessiva por natureza [10].

Os resultados das andlises de metabolitos primarios ligados ao metabolismo do
nitrogénio reforgam as diferencas encontradas entre as plantas de D. regia selvagens e albinas
ja descritas por [6]. A reducdo dos pigmentos de clorofila desencadeia mudancas e danos ao
aparelho fotossintético nas folhas de plantulas de D. regia albino, e reduziram drasticamente a
capacidade de producdo de compostos fotossintéticos e consequentemente sua atividade
fotoquimica, conforme avaliado na quantificacdo da clorofila a. A diminuicdo do teor de
clorofila nas folhas de plantulas de D. regia albino implica em reducéo na eficiéncia quantica,
pois a clorofila é responsavel pela absorcdo de luz na primeira etapa da formacdo de energia
quimica [59].

Os valores de aminoacidos encontrados nas analises de perfil metabolico trazem uma
posicao ainda complexa sobre a relacdo de aminoacidos e a formacdo de proteinas nas plantulas
albinas de D. regia, pois, as leituras foram maiores do que as encontradas nas plantulas
selvagens. A quantidade de nitrogénio absorvida, que influencia na producéo de aminoacidos e
proteinas varia durante o ciclo de desenvolvimento da planta, em funcéo da quantidade disposta
[60]. Uma possivel explicacdo para as altas as taxas de aminoacidos nas plantulas albinas seria
a alteragdo na sintese de clorofila por conta da mutacdo genética, em que ha alta concentracdo
de aminodcidos nas folhas e isso pode reprimir a absor¢do de Nitrogénio (N), essa alta
concentracgdo inibe a exportacdo de aminoacidos para o floema resultando a ndo degradacao de
proteinas [61]. A deficiéncia de agUcares encontrada nas plantulas albinas de Delonix regia
reforga a importancia do mecanismo fotossintético para formacéo de substratos energéticos, as
enzimas ligadas ao ciclo de Calvin-Benson e a maior parte das trioses fosfato estédo apoiadas na

restauracdo das concentracfes adequadas dos intermedidrios metabdlicos quando as folhas



recebem luz [13], logo com a auséncia da clorofila nas plantulas albinas de Delonix regia esse
processo € ausente ou deficitario, proporcionando danos ao aparelho fotossintético [6].

Nas andlises feitas em folhas de Delonix regia , encontraram folhas selvagens com
maior diferenciacdo celular em relacdo as folhas das plantulas albinas, conforme previamente
observado em [6]. A organizacdo do parénquima palicadico e do parénguima lacunoso nas
folhas de Delonix regia selvagens apresentam padrao caracteristico da espécie, ja nas plantulas
albinas, as folhas apresentam alteracbes nos parénquimas palicaddico e lacunoso, sendo
claramente maior adensamento celular e reducéo da area foliar. O albinismo ocorre por bloqueio
na biogénese do cloroplasto, resultando em falha no desenvolvimento adequado de
fotossistemas contendo clorofila nos tilacoides [10]. Acredita-se que o albinismo interfere no
conteudo de clorofila e consequentemente no desenvolvimento de tecidos e no desenvolvimento
de células do parénquima palicadico que estdo relacionadas com o conteudo de clorofila [1].

Nas andlises do aparelho fotossintético de D. regia observaram que a deficiéncia da
clorofila afeta diretamente a relacdo fotossintese e desenvolvimento, logo sua capacidade de
desempenhar sua funcdo na recepcdo, transporte e assimilacdo de CO? foi afetada, trazendo
danos na eficiéncia fotossintética [3]. Neste mesmo sentido, os danos causados pela deficiéncia
no aparelho fotossintetizador demonstra relacdo com baixa producdo de polissacarideos
essenciais a planta e seu desenvolvimento celular no ciclo de Calvin-Benson [19]. Plantas com
deficiéncia em polissacarideos foram relatadas como plantas com possibilidade de cavitacédo e
embolia por conta da deficiéncia na formacdo de parede celular [17, 20].

Ainda nas andlises do aparelho fotossintético, os valores encontrados de condutancia
estomatica, eficiéncia do uso da agua e transpiracdo demonstram relacdo com a ineficiéncia
hidrica [18] e na absorcdo de nutrientes [62] de plantas albinas, nas analises relacionadas aos
dados de macro e micronutrientes, os resultados apresentam relacdo entre a disposicao e
guantidade desses nutrientes nas folhas albinas e suas contrapartes verdes, ja& que ha
adensamento celular nas folhas albinas de D. regia [6]. Estas alteracOes estariam interligadas
com o albinismo e seus reflexos anatdmicos e fisiologicos, estes resultados também mostram
uma Otica diferente em relacdo a espécie avaliada, pois os resultados mencionados séo
diferentes em relagcéo aos dados encontrados em estudos com Sequioa sempervirens (D. Don.)
Endl.) [11], em que avaliaram galhos albinos, os resultados evidenciaram que a plantula albina
tem alteracgdes diferentes de galhos albinos em relagdo a condutancia estomatica e transpiracéo,
por ser especificamente avariada sua capacidade fotossintética, embora novas analises sejam

necessarias para confirmar essa hipotese.



O epicotilo das plantulas selvagens de D. regia também apresentaram maior
diferenciacdo celular em relacdo aos seus pares albinos, caracteristica evidente pela menor
diferenciacdo das células que apresentam deposicdo de parede secundaria e lignificacdo na
maturidade. [11] evidenciaram que ramos albinos de sequoia apresentaram menor eficiéncia no
transporte de agua que seus homologos selvagens e correlacionaram essa caracteristica a menor
lignificagdo dos tecidos vasculares e maior densidade estomatica encontrada nas folhas dos
ramos albinos. Considerando os resultados obtidos aqui e a maior densidade estomatica nas
plantas albinas de D. regia [6], acreditam que o transporte de agua nesses individuos podem,
também, ser prejudicados, embora novas analises sejam necessarias para confirmar essa
hipétese.

A dindmica da composicdo da parede celular atribui importantes papéis na relacdo
estrutural e funcional dos tecidos durante o desenvolvimento da folha. As evidéncias
encontradas nas analises de imunocitoquimica nos levam a relacionar a composicéo de parede
celular com ineficiéncia com o albinismo em D. regia. Epitopos de JIM7, de alto metil
esterificados foram encontrados nas folhas de D. regia. O mesofilo das plantulas selvagens
demonstrou-se mais diferenciado que as plantulas albinas de D. regia. Interessantemente,
pectinas foram marcadas ao longo de todo mesofilo das plantulas selvagens e, em menor
intensidade nas plantulas albinas, e pode estar associado ao adensamento celular observado
nesse fendtipo. As marcacdo de JIM 7, em geral, esta associada a regulacdo do crescimento
celular, adesdo, elasticidade e porosidade da parede celular [65, 66].

As marcacOes diferenciais de epitopo de xiloglucano LM 15 na regido da nervura
mediana de plantulas selvagens e albinas podem  caracterizar possivel posicdo de
subdesenvolvimento e menor capacidade do xilema das plantulas albinas, tornando-a
potencialmente insensivel aos processos de afrouxamento da parede [63]. Consequentemente
este subdesenvolvimento da capacidade hidrico de plantulas albinas se relaciona com as
alteracbes anatémicas e fisioldgicas encontradas nas andlises do aparelho fotossintético e
potencial hidrico, abordando a relacdo entre o albinismo e parede celular. O xiloglucano tem
papel significativo para o processo de extensdo da parede celular [67] que pode atuar como
agente aglutinante para conectar as microfibrilas, funcionando como ‘hotspots biomecanicos’
no suporte de carga [15, 63].

As marcacOes na regido do cortex dos epicotilos com epitopo de xiloglucano LM 15
retrata posicdo de estagio diferente entre as plantulas selvagens de D. regia em relagdo as

plantulas albinas, caracterizando possivel estagio de limitacdo da expansdo celular nas plantulas



albinas, sugerindo nas plantulas albinas um estagio de estresse da plantula de forma precoce
[15]

A concentracdo de teores de lignina demonstrados nos resultados histoquimicos e
bioquimicos corroboram com a observacéo referente ao albinismo e lignificacdo em amostras
de D. regia. os resultados apresentam maior lignificagdo das plantulas selvagens em relagéo as
albinas, configurando deficiéncia na sintese de lignina, alterando formacao de parede celular,
xilema, floema e todo o aparato de defesa da amostra albina. A lignina € um polimero
hidrofobico e apesar de ter baixa resisténcia a tracdo confere rigidez a parede celular ao manter
a celulose livres de agua, e a lignina também é um agente de volume, aumentando a resisténcia
a compressdo das células [17]. Do ponto de vista do desenvolvimento, a deposicdo de lignina,
na matriz de parede de celulose, pectina e proteina da parede secundaria € o passo final para
aumentar a rigidez e a resisténcia a compressao da célula, bem como sua impermeabilidade a
agua [18].

A sintese de lignina envolve fenilalanina amonia-liase, (PAL) e peroxidase (POX), e a
PAL, ao catalisar a desaminacdo da fenilalanina para transcinamato, controla o acimulo de
lignina nas plantas, enquanto o peroxidase (POX) catalisa a polimerizacdo do monolignol para
completar o processo de lignificacdo. Embora essas enzimas fagam parte da via de lignificagéo,
a extensdo em que podem regular a via é diferente em diferentes tecidos e ainda ndo esta clara
[22]. A PAL é muito importante no metabolismo secundario das plantas, promovendo a
primeira etapa enzimética que converte a L-fenilalanina em acido transcinamico, e
posteriormente em compostos fendlicos [68]. A PAL tem influéncia direta no acimulo de
lignina [22].

O principal papel da POX seja sua contribuicdo para a biossintese da lignina, ela também
participa da suberizacdo tecidual, reticulacdo de proteinas estruturais da parede celular,
catabolismo de auxina, regulacdo da senescéncia e defesa de patégenos de plantas [69]. A
peroxidacdo de lipidios encontrada nas analises bioquimicas de concentracdo de aldeido
malonico (MDA) evidenciam estimativa do estresse oxidativo por um parametro bioquimico,
ja que o (MDA) é o composto resultante da peroxidacdo lipidica, gerada pelo estresse e sua
alteracdo evidencia também danos celulares [70].

Uma forte linha de evidéncia que apoia a ideia que a lignina influencia a resisténcia a
embolia vem do trabalho com mutantes e plantas transgénicas. Foi demonstrado que mutantes
deficientes em lignina podem ter maior vulnerabilidade a embolia. Embora os mutantes
deficientes em lignina mostrem maior vulnerabilidade a embolia, os efeitos funcionais da

variagdo natural no teor de lignina ndo sdo conhecidos [17].



O ganho reduzido de carbono de plantulas albinas de D. regia devido as notérias
dificuldade de realizar suas atividades fotossintéticas e consequentemente de geracdo de
produtos e subprodutos ligados ao ciclo de Calvin — Benson teve um profundo impacto na
formacdo de parede celular e logo a qualidade do xilema [11], ligando pontos entre

polissacarideos [19], lignificacdo [71], resisténcia hidrica [16] e disposicdo de nutrientes [60].

Concluséo

As andlises obtidas permitiram verificar que D. regia possuiu morfologia e fisiologia
alterados pelo albinismo. Conjuntamente, os estudos realizados nas plantulas albinas,
demonstram que esta espécie sofre alteracGes significantes em relacdo as suas contrapartes
verdes. O albinismo provoca mudancas na fisiologia e metabolismo de D. regia,
proporcionando diversas relaces com a auséncia das clorofilas. Os reflexos observados
demonstram a grande necessidade de continuidade de estudos relacionados ao albinismo,
observando cada vez mais as dindmicas fisiologicas dos individuos com essa alteragdo genética.

O albinismo é uma consequéncia irreversivel, porém podem usar essa situacdo para
entender melhor todos os aspectos e funcGes alteradas pelo albinismo. Pois, o albinismo
provoca alteracfes no contetdo celular, na formacdo de parede celular e no comportamento
fisiologico de D. regia. Alteracbes comprovadas e discutidas nesta pesquisa, ainda
identificaram possibilidades de investigacdo em relacdo aos impactos reservados ao albinismo

em D. regia.
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