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Anatomia e ultraestrutura foliar de Ocimum gratissimum sob diferentes niveis de
radiacdo luminosa

Leaf anatomy and ultrastructure of Ocimum gratissimum under different light radiation levels

Valéria Ferreira Fernandes' Lais de Almeida Bezerra' Marcelo Schramm Mielke'
Delmira da Costa Silva' Larissa Corréa do Bomfim Costa"”

RESUMO

Espécies vegetais sdo capazes de ajustar suas
caracteristicas fisiolégicas, anatdbmicas e ultraestruturais
aos fatores ambientais, como, por exemplo, a disponibilidade
de radiagdo luminosa incidente. O objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia de diferentes niveis de radiacdo luminosa
na anatomia e ultraestrutura foliar de Ocimum gratissimum L.
(Lamiaceae). As plantas foram cultivadas por 93 dias em quatro
niveis de radiacado fotossinteticamente ativa (20, 11, 7 e 4mol m™
d?). O incremento da intensidade de luz proporcionou aumento
no espessamento dos parénquimas palicadico e esponjoso e
do limbo foliar, entretanto, a espessura da epiderme n&o foi
alterada. Em relagdo aos aspectos ultraestruturais, verificou-
se aumento no tamanho dos cloroplastos e grdos de amido e
um aumento do empilhamento dos tilacoides com a reducdo da
intensidade de luz. As variagdes anatdmicas e ultraestruturais
verificadas confirmam a plasticidade fenotipica dessa espécie em
fungdo da intensidade de radiacdo luminosa.

Palavras-chave: planta medicinal, plasticidade fenotipica, Lamiaceae.
ABSTRACT

Plant species are able to adjust their physiological,
anatomical and ultrastructural characteristics to changes in
environmental factors, such as the availability of incident light.
The objective of this study was to evaluate the influence of different
light radiation levels on leaf anatomy and ultrastructure in plants
of Ocimum gratissimum L. (Lamiaceae). Plants were grown for
93 days in four levels photosynthetic active radiation (FAR): 20,
11, 7 and 4mol m? d. The increase of light intensity resulted in
increase of palisade and spongy parenchyma thickness and leaf
blade. However, epidermal thickness was not changed. Regarding
the ultrastructural aspects, there was an increase in the size of the
chloroplasts and starch granules. However, there was an increase
of the stacking of the thylakoids with reducing light intensity.
Anatomical and ultrastructural changes confirm the phenotypic
plasticity of this species as a function of changes in light intensity.

Key-words: medicinal plant, phenotypic plasticity, Lamiaceae.

INTRODUCAO

Ocimum gratissimum L. ¢ um subarbusto
aromatico pertencente a familia Lamiaceae, originaria
da Asia e Africa do Sul, mas de ocorréncia espontanea
em todo o territorio brasileiro. No Brasil, essa espécie
¢ conhecida popularmente como alfavaca e possui
o6leo essencial rico em eugenol (SARTORATTO et
al., 2004), com propriedades antifngica (FARIA et
al., 2006) e antioxidante (TREVISAN et al., 2006)
comprovadas.

A estrutura foliar pode ser alterada
pela radiacdo luminosa incidente durante o
desenvolvimento das folhas e, geralmente, sdo
observadas variagdes anatdmicas e ultraestruturais,
que se constituem em aspectos decisivos de
aclimatacdo ao ambiente (LAMBERS et al., 2008).
As folhas que se desenvolvem sob altas intensidades
de radiagdo luminosa geralmente apresentam maior
espessamento do limbo foliar, devido, principalmente,
ao aumento da espessura do parénquima pali¢adico
(LAMBERS et al., 2008), como verificado, por
exemplo, em Bauhiniaforficatae Maytenusilicifolia,
cultivadas a pleno sol (BOEGER et al., 2009). Além
das alteragdes nos tecidos fotossintetizantes do
mesofilo, também podem ser observadas variacdes
ultraestruturais no tamanho dos cloroplastos e no
empilhamento dos tilacoides (KIERZKOWSKI et al.,
2007; LAMBERS et al., 2008).

Estudos que relacionam caracteristicas
anatomicas e ultraestruturais de espécies medicinais
podem fornecer subsidios para o conhecimento das
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condicdes ideais de cultivo (BOEGER et al., 2009;
MARTINS et al.,, 2010), bem como verificar as
respostas das plantas as variagdes ambientais. Neste
estudo, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes
intensidades de radiagdo luminosa sobre a anatomia
e ultraestrutura foliar de O. gratissimum.

MATERIAL E METODOS

As mudas foram obtidas por propagagdo
vegetativa de estacas de caule basais com
aproximadamente dez centimetros de comprimento.
Uma exsicata do material estd depositada no
herbario da HUESC sob o nimero 14.427. Apés o
enraizamento, as mudas foram transplantadas para
vasos contendo 10L de substrato na propor¢ao 3:1:1
(solo:esterco:areia) e submetidas a quatro ambientes
de radiagdo luminosa (T1, T2, T3 e T4), obtidos
pela cobertura com telas pretas. T1 correspondeu as
condi¢des naturais de radiacdo luminosa do viveiro
que mede 15mx20m, coberto por tela que proporciona
25% de atenuacdo da radiacdo luminosa e dentro
do qual foram colocadas trés estruturas individuais
menores (4,3x1,6x1,2m), também cobertas com
telas pretas (25, 50 e 75% de atenuagdo da radiagdo
luminosa), constituindo os ambientes T2, T3 e T4,
respectivamente.

Durante todo o periodo de execugdo
do experimento (04/10/10 a 04/01/11), a radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) foi monitorada em
cada ambiente por meio de sensores de radiacdo
luminosa S-LIA-MO003, acoplados a uma estacdo
climatolégica Hobo Micro Station Data Logger (Onset
Computer, Massachusetts, USA) e programados para
realizarem leituras em intervalos de um minuto,
armazenando uma leitura a cada dez minutos. As
médias diarias da radia¢do fotossinteticamente ativa
(RFA) registradas no periodo para cada tratamento
foram de 20, 11, 7 e 4mol m? d*! para T1, T2, T3 ¢
T4, respectivamente.

Porgdes daregiao mediana foliar do terceiro
né do apice para a base, de quatro repeti¢des de cada
tratamento, foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 6,9 por 4 horas,
pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1%, desidratadas
em série etanolica crescente, infiltradas em resina LR-
White. Para o estudo anatomico, sec¢des transversais
foram obtidas em ultramicr6tomo (LEICA EM UC 6,
Vienna, Austria) e coradas com azul de toluidina a
1%. As analises e a documentagado fotografica foram
realizadas em microscdpio invertido (DMI 3000 B,
Wetzlar, Germany) com camera digital acoplada.
Para cada tratamento, foram observados dez campos

em cada repeti¢ao, totalizando quarenta observagoes,
e as variaveis analisadas foram: espessura da face
adaxial (EAD) e face abaxial (EAD) da epiderme,
parénquima pali¢adico (PP), parénquima esponjoso
(PE), razao parénquima pali¢adico e esponjoso (PP/
PE) e limbo foliar (L) utilizando o software Leica
application suite V3.

No estudo ultraestrutural, sec¢des de 70-
90nm foram contrastadas com acetato de uranila
2% e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963). As
analises foram realizadas em microscopio eletronico
de transmissio MORGAGNI 268 D, em 80KV,
com camera digital acoplada. As caracteristicas
ultraestruturais foram observadas a partir de vinte
observagdes por tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado e os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia e a comparacao
das médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em sec¢do transversal, a lamina foliar de O.
gratissimum possui epiderme unisseriada, com células
da face adaxial maiores em relagdo as da face abaxial
(Figura 1). A espessura da epiderme ndo foi alterada
pelos niveis de radiagao luminosa (Tabela 1), entretanto,
isso pode ser variavel conforme a espécie. Folhas
de Mikania glomerata, cultivadas sob diferentes
condigdes de luminosidade, ndo apresentaram
diferenca significativa na espessura da epiderme
(ESPINDOLA JUNIOR et al., 2009), enquanto em
folhas de Aloysia gratissima (PINTO et al., 2007), a
espessura da epiderme de ambas as faces foi alterada
sob condi¢des de sombreamento.

O mesofilo do tipo dorsiventral de O.
gratissimum ¢ constituido por uma camada de
parénquima palicadico e trés a quatro de parénquima
esponjoso, que apresentou visualmente aumento dos
espagos intercelulares, com a reducdo da radiacdo
luminosa (Figura 1). O espessamento do parénquima
palicadico, verificado em fun¢do dos tratamentos,
foi resultante do alongamento celular, uma vez
que o numero de camadas desse tecido manteve-
se inalterado. Segundo BOEGER et al. (2009) e
LAMBERS et al. (2008), o aumento da espessura do
parénquima paligaddico, observado em condic¢des de
exposi¢ao a maiores niveis de radiagdo, pode ser tanto
devido a adi¢do de novas camadas de parénquima
palicadico, quanto pelo alongamento de células ou
pela combinagdo desses dois fatores. As células do
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Figura 1 - Secdo transversal da regido mediana de folhas de O. gratissimum,
submetidas a (A) 4 (B) 7 (C) 11 e (D) 20 (mol m?d"') de RFA. EAD
= face adaxial da epiderme, EAB = face abaxial da epiderme, PP =
parénquima pali¢adico, PE= parénquima esponjoso. Barra: 20um.

parénquima palicadico apresentam formato colunar a
fim de canalizar a luz incidente e, geralmente, observa-
se que folhas que se desenvolvem em ambientes
sob intensa radiacdo luminosa, apresentam maior
espessura do parénquima palicadico (VOGELMAN
etal., 1996).

Observou-se uma reducdo significativa na
espessura dos parénquimas palicadico e esponjoso
dos tratamentos mais sombreados em relacdo ao
tratamento de 20mol m? d' (Tabela 1). Em Aloysia
gratissima, também foi observada maior espessura
do parénquima esponjoso no tratamento com maior
intensidade de radiacdo luminosa (PINTO et al., 2007).
De acordo com YANO & TERASHIMA (2001), o
arranjo irregular das células do parénquima esponjoso
conduz a um percurso mais efetivo de dispersao da luz
no mesofilo. Esse fato implica uma maior quantidade
de luz interceptada por unidade de clorofila nas suas
células e explica o maior espessamento desse tecido

nas folhas das plantas cultivadas em ambientes com
menor disponibilidade de radiacdo luminosa. Em
condicdes de elevada irradiancia, as plantas otimizam
o uso da energia da luz para a fotossintese (capacidade
fotossintética) e dissipagdo, enquanto, de baixa
irradiancia, as plantas maximizam a captura de luz
(VALLADARES et al., 2012).

O maior espessamento do limbo foliar
no tratamento de maior intensidade de radiagdo
luminosa estd relacionado com o aumento das
espessuras dos parénquimas pali¢cadico e esponjoso
(Tabela 1). De forma geral, verifica-se que folhas
de sol possuem maior espessura do limbo foliar
(SCHULZE et al., 2005), conforme observado em
Vaccinium corymbosum cv. Bluecrop (KIM et al.,
2011) e Aloysia gratissima (PINTO et al., 2007).
Folhas que se desenvolveram em ambientes com alta
luminosidade tendem a ser menores e mais espessas,
apresentando mesofilo compacto com espagos

Tabela 1 - Espessura (um) média e respectivos desvios padrdo (+) dos componentes foliares anatdmicos de O. gratissimum cultivada sob
diferentes niveis de radiagdo luminosa (n=4). EAD= face adaxial da epiderme, EAB= face abaxial da epiderme; PP= parénquima
pali¢adico; PE= parénquima esponjoso; PP/PE= razdo do parénquima pali¢adico e esponjoso; e L= limbo foliar.

RFA (mol m?d™)

Variaveis 4 7 11 20

EAD 15,2742,24a 15,18+1,28a 17,06+1,40a 17,74+1,43a
EAB 10,99+0,96a 11,13+1,32a 11,92+2,09a 11,70+1,42a
PP 31,62+4,49b 35,63+4,90b 40,45+3,50b 50,06+4,46a
PE 45,93+7,45b 54,86+8,83ab 44,16+4,47b 64,48+11,27a
PP/PE 0,71+0,08ab 0,68+0,03b 0,92+0,03a 0,81+0,13ab

L 104,20+12,21b 117,17+9,37b 113,47+8,41b 143,16+13,42 a

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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intercelulares reduzidos. Essas variagdes estruturais
estdo relacionadas com a regulacdo da radiacdo
luminosa e difusdo de CO,, proporcionando uma
maior eficiéncia fotossintética (DICKISON, 2000;
VALLADARES et al., 2012).

Diferengas  ultraestruturais  entre
cloroplastos de plantas de sol e de sombra sdo
amplamente relatadas na literatura (ANDERSON,
1986; YANO & TERASHIMA, 2001). Cloroplastos
de plantas de sol apresentam tilacoides pouco
compactos e maior nimero de lamelas no estroma,
enquanto que os cloroplastos de plantas de sombra sdo
caracterizados pela maior compactagao dos tilacoides
e amplas pilhas de grana (ANDERSON, 1986). O
tamanho dos cloroplastos e graos de amidos de O.
gratissimum foi mais acentuado no tratamento de
20mol m? d! (Figura 2). Nas espécies Calophyllum
brasiliense (NERY et al., 2007) e Coffea arabica
(GOMES et al., 2008), também ocorreu um aumento
do tamanho dos cloroplastos em maiores intensidades
deradiag¢@o luminosa, bem como do tamanho dos graos
de amido na espécie Abies alba (KIERZKOWSKI et
al., 2007). Graos de amido maiores estdo associados
com uma fotossintese mais intensa nos cloroplastos
de plantas mantidas sob maiores intensidades de
radia¢do luminosa (ROBAKOWSKI et al., 2004).

Observou-se granum mais espesso com
empilhamento de tilacoides mais compacto nas
condi¢des de menor disponibilidade de radiacdo
luminosa (Figura 3). Em geral, verifica-se maior
empilhamento em niveis menores de radiacdo

luminosa. Dessa forma, o granum ¢ mais desenvolvido
nas folhas sob baixa intensidade de radiacdo
luminosa (SCHULZE et al., 2005), proporcionando
maior produgdo de clorofila em plantas sombreadas
(LAMBERS et al., 2008). Resultado similar foi
encontrado em Abies alba (KIERZKOWSKI et al.,
2007). A ocorréncia de plastoglobulos parece ter
aumentado nas plantas de O. gratissimum submetidas
a maiores intensidades de radiagdo luminosa (Figura 3).
Isso pode estar relacionado com o estresse oxidativo
no aparato fotossintético em decorréncia de fatores
ambientais, como o aumento da intensidade de
radia¢do luminosa, como um mecanismo de defesa
para evitar possiveis danos ao aparato fotossintético
(AUSTIN et al., 20006).

CONCLUSAO

Foi constatada a capacidade de
aclimatagdo de Ocimum gratissimum em diferentes
niveis de radiacdo luminosa através das modificagdes
anatomicas, principalmente na espessura dos
parénquimas palicadico e esponjoso. Além disso,
foram observadas altera¢des ultraestruturais no
tamanho dos cloroplastos e dos grdos de amido, no
empilhamento dos cloroplastos e na ocorréncia de
plastoglobulos.
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Figura 2 - Eletromicrografias de transmissao (MET) de cloroplastos e
graos de amido nas células do parénquima paligadico de
laminas foliares de O. gratissimum, submetidas a (A) 4 (B)
7 (C) 11 e (D) 20 (mol m?d") de RFA. G = gréo de amido;
CL = Cloroplasto. Barra=2pm.
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Figura 3 - Detalhe dos cloroplastos nas células do parénquima pali¢adico
de laminas foliares de O. gratissimum, submetidas a (A) 4 (B)
7 (C) 11 e (D) 20 (mol m? d') de RFA, evidenciando os PG =
plastoglobulos, T = tilacoides ¢ GR = granum. Barra = 2um.
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