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RESUMO. Este estudo teve como objetivo comparar a estrutura interna de folhas de ipé-
branco cultivadas in vitro e ex vitro. Para as avaliagcdes anatdmicas foram utilizadas folhas do
primeiro né de ramos, da base para o dpice, com 30 dias de cultivo in vitro ¢ de plantas de
campo. O estudo anatdmico foi feito por meio das sec¢des transversais e paradérmicas das
folhas. As folhas apresentam epiderme uniestratificada ¢ mesofilo dorsiventral. Sio
hipostomiticas e apresentam tricomas em todas as faces. Folhas de plantas cultivadas ex vitro,
quando comparadas com in vitro, tiveram espessura do limbo foliar, nervura central da
epiderme adaxial e abaxial e os parénquimas pali¢idico e esponjoso maiores. Em folhas
oriundas do cultivo in vitro, a cuticula ¢ o esclerénquima sio ausentes. Folhas de plantas
cultivadas ex vitro apresentaram menor nimero de estdbmatos ¢ maior niimero de tricomas,
quando comparadas com o cultivo in vitro. Os estdmatos de folhas cultivadas in vitro sio
maiores que os de folhas ex vitro.

Palavras-chave: anatomia, folhas, estbmatos, nervura central, in vitro, ex vitro.

ABSTRACT. Ex vitro and in vitro leaf anatomy of Tabebuia roseo alba (Ridl.) Sand. -
Bignoniaceae. Considering the importance of knowledge of anatomical structures in the
protocol definition for the micropropagation of the ipé-branco, this study compared the in
vitro and ex vitro internal structure of leaves. For anatomical evaluations, the first leaf in vitro
with 30 days of growth and adult plants were used. The anatomical study of leaves was
based on microscope examination from cross-sectional and paradermic sections from the
leaf blade. The leaf structures from plants ex vitro show uniseriate skin, and mesophyll with
dorsiventral organization. They are hipostomatics and trichome is present in all faces.
Leaves ex vitro was thicker that culture in vitro in limb, central nervure, epidermis and
palisade and spongious parenchyma. In leaves in vitro, cuticle and sclerenchyma are absent.
Leaves of ex vitro presented minor numbers of stomata and greater number of trichromes
when compared with culture in vitro. Stomata of in vitro are larger than stomata ex vitro.

Key words: anatomy, leaves, stomata, central nervure, in vitro, ex vitro.

Introducao

Espécies lenhosas propagadas in vitro sio
frequentemente afetadas por virios fatores do meio
de cultura, que podem ocasionar degeneragio
metabdlica e morfolégica. A compreensio
apropriada da estrutura bisica de uma planta ou
orgio ¢ essencial e indispensavel para se chegar a
um conhecimento adaptativo do vegetal (CASTRO,
2002). Diferentes condigdes ambientais influenciam
(LIMA, 2004).
morfologia  foliar podem
influenciar processos metabdlicos e fisioldgicos,
associados, principalmente, 2 fotossintese e
transpiracio. Muitas dessas evidéncias indicam
que o estado da dgua e a fase gasosa durante os

diretamente a sua anatomia

Alteragdes  na

vérios estigios da cultura de tecidos sio a chave
dos fatores envolvidos na desorganizagio
morfolégica de plantas cultivadas in  vitro
(FIDELIS et al., 2000).

As desordens anatémicas sio menos significativas
em caule e raizes, porém sua manifestacio nas folhas
afeta os dois principais processos realizados por
estas, isto &, a fotossintese e as trocas gasosas
(DEBERG; MAENE, 1984).

A anatomia foliar em plantas micropropagadas é
de grande importincia para estudos comparativos do
desenvolvimento de seus tecidos e estruturas
adaptativas, como espessura de cuticula, disposi¢io
de células, dimensio e ntmero de estdmatos, entre
outros. Esses estudos podem servir de base para
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pesquisas relacionadas ao desenvolvimento durante a
aclimatizagio, a qual se caracteriza por uma elevada
mortalidade,
micropropagacio de
(MARTINOTTO, 2004).

De acordo com Preece ¢ Compton (1991), a
clevada umidade relativa e a baixa irradidncia no
ambiente in vitro s3o os principais fatores que atuam
na indug¢io de alteragdes e funcionalidade de
Orgios e tecidos, levando-os 2 incapacidade de
controlar as perdas de dgua quando submetidos a
condi¢es adversas, como a aclimatizagio.

As plantas crescidas in vitro podem apresentar
caracteristicas peculiares como: abundincia de
espacos intercelulares, sistema vascular pouco
desenvolvido e reduzida capacidade de sustentagio
(esclerénquima e colénquima), estdmatos nio-
funcionais, baixa atividade autotréfica e outros tipos
de desordens (CAMPOSTRINI; OTONI, 1996).

Em estudos histolégicos de drgios vegetativos de
plantas propagadas in vitro foi verificado que eles
apresentavam estruturas pouco diferenciadas se
comparados com plantas cultivadas em casa-de-
vegetacio ou ambiente natural (FIDELIS et al,
2000; SANTOS, 2001; SOARES, 2003).

Considerando a importincia do conhecimento
da anatomia para a defini¢io de um protocolo de
micropropagag¢io para o ipé-branco, este estudo teve
como objetivo comparar a estrutura interna de folhas
desta espécie, oriundas de plantulas cultivadas ex vitro
e in vitro.

inviabilizando a
espécies

muitas  vezes,

algumas

Material e métodos

Para as avaliagbes anatOmicas, foram utilizadas
folhas coletadas do primeiro né de ramos, da base
para o dpice, de plantulas mantidas in vitro ¢ de uma
arvore adulta de campo (ex vitro) localizada préximo
4 Portaria do campus da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), situada a 855 m de altitude,
21°13°51.91”S de latitude e 44°59’41.01"W GRW de
longitude.

As folhas de plantulas cultivadas in vitro foram
oriundas de sementes de ipé-branco inoculadas em
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) com 50% de concentragio de sais,
suplementado com 30 g L de sacarose e 1 g L' de
GA, ¢ 0,6 g L' de 4gar em tubo de ensaio, mantidas
por 30 dias em sala de crescimento, em condigbes
controladas de temperatura 25 = 2°C, fotoperiodo
de 16h e irradiancia de 35 pmol m™ s™, fornecida por
lampadas do tipo fluorescente branca fria.

Os materiais vegetais ex vitro e in vitro foram
fixados em FAA (0,5% de formaldeido, 0,5% de
dcido acético e 90% de dlcool 70°GL) por 72h e,

Abbade et al.

posteriormente, conservados em ilcool 70°GL. O
estudo anatdmico das folhas se baseou no exame
microscopico de se¢des paradérmicas abaxiais e
adaxiais e se¢Oes transversais do limbo foliar.

Para a avalia¢io dos tecidos foliares (espessura da
nervura central, limbo foliar, epiderme adaxial e
abaxial e dos parénquimas paligddico e esponjoso),
foram realizados cortes transversais na regiio
mediana das folhas obtidos em micrétomo,
clarificados em solugdo de hipoclorito de sédio
(1%) por 10 min. e submetidos 3 coloragio de azul
de astra  (95%)/safranina  (5%), bascada na
metodologia adaptada de Kraus e Arduin (1997). As
lAminas foram montadas em glicerina 50%.

Para os estudos relativos 2 caracterizagio dos
estdbmatos (ntimero médio por mm?, didmetro polar
e equatorial, densidade estomitica e densidade dos
tricomas), foram realizados cortes paradérmicos na
regidio mediana das folhas, na epiderme das faces
abaxial e adaxial, manualmente com auxilio de
lAmina de ago, clarificados em solugio de
hipoclorito de sédio (1%), por 5 min., ¢
submetidos 4 coloragio de Azul de Toluidina. As
lAminas foram montadas em glicerina 50%.

A partir das se¢des paradérmicas e transversais,
com o auxilio de ocular micrométrica, foram
efetuadas as medicdes. As fotomicrografias foram
obtidas utilizando-se microscépio Ken-a-Vision
TT18 e cAmera digital Canon PowerShot A620. O
software de Medigio utilizado foi o Sigma Pro.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, constituido de 24 repetigdes nos cortes
transversais e 48 repeti¢des nos cortes paradérmicos,
correspondentes a trés folhas oriundas de ipé-
branco. Os tratamentos foram representados por
duas condi¢oes de cultivo (ex vitro ¢ in vitro). Apds a
anilise de variancia, utilizou-se o teste Scott-Knott a
5% de probabilidade, para a comparacio das médias
entre tratamentos.

Resultados e discussao

Foram observadas diferengas anatdmicas entre
os tecidos de folhas provenientes do cultivo in
vitro e ex vitro. Essas diferencas também foram
observadas por diversos autores que compararam
as anatomias de folhas in vitro ¢ ex vitro de outras
espécies, como mama-cadela (Brosimum
gaudichaudii) (FIDELIS et al., 2000), ingd (Inga
vera) (SOARES, 2003),  Amnonna  glaba
(DECCETTI, 2004), sangra d’idgua (Croton
urucurana) (LIMA, 2004), candeia (Eremanthus
erythropappus) (ROSAL, 2004), cagaita (Eugenia
dysenterica) (MARTINOTTO, 2004), abacaxi
(BARBOSA et al., 2006), entre outras.
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Diferenca nas caracteristicas anatomicas das folhas

As folhas de ipé-branco, cultivadas tanto in vitro
como ex vitro, apresentaram organizagio dorsiventral.
Esses resultados condizem com os de Metcalfe e
Chalk (1957), em que todas as espécies de
Bignoniaceac sio dorsiventrais, sendo registrada
estrutura isobilateral apenas no género Kigelia. Por
outro lado, Souza e Oliveira (2004), estudando
Tabebuia avellanedae ¢ T. chrysotricha, encontraram
dorsiventralidade apenas nos  edfilos e
isobilateralidade nos metafilos.

Secdes transversais das lAminas foliares de todos
os ambientes de cultivo demonstraram que tanto a
epiderme da face adaxial quanto a epiderme da face
abaxial apresentam-se uniestraficadas. O parénquima
paligddico estd voltado para a superficie adaxial e o
parénquima esponjoso voltado para a superficie
abaxial. Ocorre maior desenvolvimento de todas as
folhas ex vitro ¢ o parénquima pali¢idico é pouco
diferenciado. Nas folhas provenientes do cultivo in
vitro, no se observou a presenga de cuticula nas faces
adaxial e abaxial, conforme se visualiza na Figura 1.
Segundo Friguas (2003), a auséncia de formagio de
ceras epicuticulares, aliada 2 alteragio na composigio
quimica delas, é uma das -caracteristicas que
possivelmente pode ser induzida pela condigio in
vitro, contribuindo para a dessecagio das mudas apds
transferéncia para a casa-de-vegetacio, causada pela
excessiva perda de dgua.

Figura 1. Fotomicrografias de secgdes transversais de folhas de
ipé-branco cultivadas in vitro (1) ex vitro (2), nervura central 10X
(coluna A) e limbo foliar 40X (coluna B).

Uma das diferengas verificadas entre a regiio
vascular da nervura central das folhas produzidas in
vitro ¢ ex vitro é o esclerénquima. Observa-se que
fibras diferenciam-se sobre o floema nos feixes
vasculares das folhas ex vitro ¢ estio ausentes no
cultivo in vitro. O esclerénquima é um tecido que
fica préximo ao eixo vascular, responsivel por dar
maior sustenta¢io as plantas. Soares (2003) também
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observou essa caracteristica ao comparar folhas de
ingd (Inga vera) in vitro e ex vitro e afirma que a
auséncia dessa estrutura em folhas micropropagadas
as torna menos resistentes e com aparéncia mais
fragil.

As folhas de ipé-branco sio hipostomiticas e
apresentam tricomas estrelados em ambas as faces
(Figura 2). Souza e Oliveira (2004) também
encontraram estdmatos somente na face abaxial nas
espécies de Tabebuia avellanedae e T. chrysotricha.
Tricomas tectores também sio encontrados em T.
avellanedae, apresentando-se com tamanho reduzido,
extremidade afilada e sio unicelulares. Em T.
chrysotricha, os tricomas tectores sio pluricelulares,
alongados e ramificados (SOUZA; OLIVEIRA,
2004).

Figura 2. Fotomicrografias de se¢des paradérmicas de folhas de
ipé-branco cultivadas in vitro (1) ¢ ex vitro (2), da epiderme abaxial
(A) e da epiderme adaxial (B).

As folhas ex vitro, provindas de plantas de campo,
tiveram espessuras superiores as do cultivo in vitro
quanto 2 espessura do limbo foliar, da nervura
central, da epiderme adaxial e abaxial e dos
parénquimas pali¢idico e esponjoso (Tabela 1).

Tabela 1. Espessura média do limbo foliar e da nervura central
de lAminas foliares de ipé-branco cultivado ex vitro ¢ in vitro por 30
dias.

Espessura (um)

Tipo de Cultivo Limbo Foliar Nervura Central
Ex vitro 177,44 a 951,55 a
In vitro 84,95b 360,21 b

“Médias seguidas de mesma letra nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de significancia.

Trabalhos com cortes histolégicos da nervura de
folhas obtidas in vitro ¢ ex vitro de cafeeiro (SANTOS,
2001) e ingd (Inga vera) (SOARES, 2003) obtiveram
resultados bastante semelhantes, com aumento do
ntmero de células do xilema em largura e espessura,
em plantas oriundas do ambiente natural.
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Plantas  cultivadas ex vitro  apresentaram
espessuras superiores as do cultivo in vitro em todos
os tecidos. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Fidelis et al. (2000), Lima (2004) e
Martinotto (2004) trabalhando, respectivamente,
com mama-cadela (Brosimun gaudichaudii), sangra
d’dgua  (Croton  urucurana) e cagaita (Eugenia
dysenterica), cultivadas em ambiente natural e in vitro.

No ambiente natural, a alta intensidade luminosa
contribui para o espessamento foliar e a elongagio
do parénquima pali¢idico (CASTRO, 2002). Folhas
de plantas crescidas em ambientes ensolarados
apresentam taxa fotossintética mais elevada e sio
menores, mais pesadas e mais espessas por unidade
de drea, em comparacio com plantas crescidas 2
sombra (BOARDMAN, 1977; BJORKMAN, 1981).
O aumento na espessura da folha, especialmente
pelo alongamento ou adi¢io de células paligddicas,
estd relacionado A redugio na resisténcia do mesofilo
ao diéxido do carbono (NOBEL, 1977) e
correlacionado com  aumento  de  fatores
potencialmente limitantes 4 fotossintese, como a
RuBisco, carregadores de elétrons ou condutincia
estomatal (BJORKMAN, 1981). Chazdon e
Kaufman (1993), estudando duas espécies de Piper,
observaram que a capacidade fotossintética estava
correlacionada com a espessura do mesofilo.

Plantas mantidas ex vitro apresentaram menor
nimero de estdmatos ¢ maior nimero de tricomas.
O maior nimero de estdbmatos observados em
plantulas cultivadas in wvitro, provavelmente, foi
provocado pelo ambiente do tubo, com alta umidade
e temperatura amena. Esses resultados concordam
com Martinotto (2004) que observou, em seu
estudo com E. dysenterica, que a densidade estomadtica
¢ maior em folhas de plantulas in vitro do que em
folhas de campo. As condigbes ambientais que
influenciam as trocas gasosas provocam altera¢oes no
desenvolvimento  estomdtico; segundo  Friguas
(2003), a baixa luminosidade e a pequena troca
gasosa do ambiente in vitro provocam aumento no
ntimero de estdmatos, pois estes si0 menos
funcionais que os estdmatos ex vitro.

A densidade estomadtica das folhas de ipé-branco in
vitro € ex vitro difere estatisticamente. No cultivo in vitro,
onde a umidade era alta, ocorreu maior niimero de
estdmatos por drea. Isso se deve ao fato de os estdmatos
serem os responsdveis pelas perdas de dgua nas plantas,
diminuindo sua densidade nas plantas de ambiente
natural, onde menor quantidade de estématos diminui
a perda de dgua e possibilita a sobrevivéncia em
condigdes de estresse hidrico. O maior ntimero de
tricomas nas folhas ex vifro também contribui para
diminuir o excesso de transpiragio. Os estdmatos de
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folhas cultivadas in vitro sio maiores em comparagio
com os estdmatos de folhas ex vitro.

Conclusao

Folhas de plantas cultivadas ex vitro apresentaram
cuticula e esclerénquima que sio ausentes nas folhas
in vitro. Em comparagio com as do cultivo in vitro,
folhas ex vitro também apresentaram maior espessura
quanto ao limbo foliar, 2 nervura central, 3 epiderme
adaxial e abaxial e aos parénquimas pali¢idico e
esponjoso, além de menor niimero de estdmatos e
maior ndmero de tricomas. Os estdmatos de folhas
cultivadas in vitro sio maiores que os estdmatos de
folhas ex vitro.
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