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CARACTERISTICAS DE LOS ESTOMAS, DENSIDAD E
INDICE ESTOMATICOY SU VARIACION EN FUNCION A LA
INJERTACION EN Annona muricata L. Y A. montana MADFAC.

Jorge Parés-Martinez', Miguel Arizaleta’, Maria Elena Sanabria® y Liliana Brito®

RESUMEN

A fin de caracterizar los estomas y determinar el indice estomatico (IE), la densidad estomatica (DE) y su variacién en funcién de
la injertacion, se evaluaron plantas de A. muricata y A. montana a pie franco y plantas de A. muricata/A. muricata y A.
muricata/A. montana. Se colectaron porciones medias de foliolos de ramas de segundo orden, del tercio medio de la copa, se
fijaron en FAA 70 % y se prepararon aclarados epidérmicos. Las muestras fueron procesadas con los métodos clésicos para la
obtencion de laminas semipermanentes. Las hojas se clasificaron como hipostomaticas y los estomas como paraciticos (y en
algunos casos, anomociticos). En seccion transversal los mismos se observaron a nivel de las restantes células epidérmicas
tipicas. Los valores de IE para A. muricata y A. montana a pie franco resultaron ser 15,74 y 17,43, respectivamente, siendo
superiores a los de las plantas injertadas. La DE en A. muricata a pie franco (132,32 estomas-mm2) resultd ser superior a la de
los materiales injertados, observandose los valores més bajos en A. muricata/A. muricata y A. muricata/A. montana, (110,93 y
111,45 estomas-mm, respectivamente). Los resultados obtenidos permiten concluir que la injertacion promovié la reduccién de
tanto el IE como la DE en las especies estudiadas.

Palabras clave adicionales: Anondaceas, guanabana, manirote, foliolos

ABSTRACT

Stomata characteristics, stomatal density, and stomatic index and their variation in function to grafting in Annona
muricata L. and A. montana Macfad

With the objective to study stomata characteristics and determine stomatal index (SI), stomatal density (SD) and their variation by
grafting, plants of Annona muricata and Annona montana rootstock and plants of A. muricata/A. muricata and A. muricata/A.
montana were evaluated. Samples were taken from middle portion of leaflets coming from second order branches. They were
fixed in FAA 70 % and prepared for microscopical observation. The samples were processed by the classic methods for obtention
of semi-permanent laminas. The leaves of both species were classified as hypostomatic, and stomata as paracitics (and
sometimes, anomocitics). In cross-sectional section the stomata were observed at the level of the remaining typical epidermic
cells. The Sl values of plants of A. muricata and A. montana were 15.74 and 17.43, respectively, being superior to those of the
grafted plants. The SD in A. muricata rootstock (132.32 stomata-mm2) was higher than that of the grafted materials; the lowest
values were found in A. muricata/A. muricata and A. muricata/A. montana (110.93 and 111.45 stomata-mm, respectively). The
results allow concluding that grafting promoted the reduction of the SI and SD of the studied species.

Additional key words: Annonaceas, soursop, manirote, foliole

INTRODUCCION

La familia Annonaceae estd compuesta por
aproximadamente 120 géneros, los cuales estan
distribuidos en las areas tropicales y subtropicales
del mundo. ElI género Annona es el mas
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importante con alrededor de 50 especies. Sus
representantes son plantas lefiosas de porte
arbustivo o arboreo (Kiill y da Costa, 2003).

La guanabana (Annona muricata L.), desde el
punto de vista comercial es el principal miembro
de esta familia. Sus frutos son utilizados tanto
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para el consumo fresco como para el
procesamiento agroindustrial (Nobre et al., 2003).
Se caracteriza ademas, por presentar buena
compatibilidad al ser utilizada como portainjerto
(Fernandes y Lederman. 1997).

Por otro lado, Annona montana Macfad,
conocida como falsa guandbana, es utilizada
principalmente como portainjerto debido a que
tolera tanto condiciones de sequia como exceso de
humedad (Scaloppi y Geraldo, 2003).

De todos los 6rganos de la planta, la hoja es el
més sensible en responder a las condiciones del
ambiente razén por la cual refleja alteraciones
morfolégicas como consecuencia de los efectos
del estrés, al producir cambios en la sintesis de
proteinas, pared celular, espesor de la cuticula y
conductancia estomética (Trewavas, 2003). Por
otro lado, se considera que los estomas
desempefian un papel vital en el mantenimiento de
la homeostasis de la planta y de ahi la importancia
de conocer tanto el nimero como la forma en que
estos poros abren y cierran como también los
factores que controlan estos procesos (Sanchez-
Diaz y Aguirreolea, 1996).

Roth et al. (1986) plantearon que en estudios
relacionados con la anatomia foliar se deben
considerar aspectos individuales tales como el
indice estomatico (IE), valor que puede variar
dentro de la misma hoja segun la parte del limbo
que se analice (apice, media o base), posicion de
la hoja en la planta y también del ambiente
ecologico, el cual puede ejercer cierta influencia
sobre este caracter. Del mismo modo, la densidad
estomatica (DE) parece estar relacionada con
ciertas familias, ademas de existir relacion entre la
DE vy el tamafio de las células oclusivas, de tal
manera que la alta DE se presenta en plantas con
células oclusivas pequefias y viceversa.

El IE representa el cociente entre el nimero de
estomas y la cantidad de células epidérmicas. La
DE corresponde al nimero de estomas por unidad
de superficie foliar y representa un valor
diagnostico para fragmentos de ldminas foliares,
siempre y cuando su uso se restrinja a érganos de
la misma edad de desarrollo y de la misma
taxonomia (Croxdale, 2000).

Rubino et al. (1989) y Takur (1990) sefialaron
que la disminucion de la DE incrementa la
resistencia estomatica de la planta, la cual limita
el exceso de transpiracion. Asi mismo, tanto la DE

como el IE son variables que estan fuertemente
influenciadas por la especie vegetal asi como por
condiciones ambientales como sequia y altas
concentraciones salinas (Rubino et al., 1989;
Bethke y Drew, 1992; Salas et al., 2001).

Los estudios relacionados con la conductancia
estomatica (y por ende la transpiracion) revisten
gran importancia ya que la productividad esta
intimamente relacionada con el consumo vy
disponibilidad del agua mas que con cualquier
otro factor ambiental. Por lo tanto, la capacidad de
algunas plantas de mantenerse targidas bajo
condiciones de escasez de agua en el suelo es una
caracteristica  beneficiosa para evitar la
disminucion en la produccién, puesto que bajo
tales circunstancias el descenso del rendimiento
puede estar relacionado con la reduccion de la
conductancia estomatica (Agraria et al., 1995;
Nogueira et al., 2001; Da Matta, 2004).

Otro factor que puede ejercer influencia sobre
la resistencia estomatica y en consecuencia en la
eficiencia del uso del agua en los cultivos, es la
practica de injertacion (Brandao et al., 2003). En
este sentido, se ha determinado que plantas
injertadas mantienen, durante periodos cortos de
sequia, sus tenores relativos de agua superiores al
de aquellas propagadas sexualmente, tales como
Rosa sp. (Agraria et al., 1995), Malpighia
emarginata (Nogueira et al., 2001), Solanum
melongena (Brand&o et al., 2003) y Coffea arabica
(Fahl et al., 2001).

El objetivo del presente estudio fue
caracterizar los estomas de las hojas de A
muricata y A. montana como también determinar
el indice y densidad estomaética en plantas de estas
especies a pie franco e injertadas y su variacion en
funcién a la injertacion.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal estudiado fue A .muricata y
A. montana ambas a pie franco, y A. muricata
injertada sobre A. muricata y A. montana,
ubicadas en un huerto frutal bajo riego, en
Tarabana, municipio Palavecino, estado Lara: 10°
01’ N, 510 msnm., con régimen pluviométrico
aproximadamente de 870 mm-afio™, temperatura
promedio anual de 25,2 °C y con evaporacién
dos veces superior a la precipitacion.

Los portainjertos alcanzaron un diametro de
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tallo entre 10 a 15 mm a los 5 meses de edad,
momento en el que fueron injertados. Se utilizo la
técnica de enchapado lateral. Las plantas fueron
establecidas en el huerto definitivo con una
distancia de 5 x 5 m en tresbolillo. Al alcanzar
aproximadamente un metro de altura, fueron
sometidas a una primera poda de formacion que
consistié en el corte del eje principal a una
altura de 60 cm del suelo y la eliminacidn de las
ramas, dejando cuatro de éstas ubicadas entre los
30 y 60 cm desde el suelo, segun lo sefialado por
Sacramento y Vieira (1997). Cuatro meses
después se realizé el despuntado de las ramas de
primer orden.

Cuando las plantas alcanzaron una altura
promedio de 1,80 m, lo cual ocurrid a los dos afios
de establecidas en el huerto, se seleccionaron al
azar 5 éarboles de cada uno de los siguientes
tratamientos: 1) Plantas de A. muricata a pie
franco, 2) A. montana a pie franco, 3) A. muricata
injertada sobre A. muricata, y 4) A. muricata
injertada sobre A. montana. Se colectaron 5 hojas
del tercio medio de la copa en cada érbol,
ubicadas basipetamente en el octavo nudo de las
ramas con crecimiento secundario. Se considero al
eje principal como el punto de partida de orden
cero. El tercio medio de la ldmina de cada hoja se
fijé en solucion FAA al 70 %. Segmentos de hoja
de aproximadamente 1 cm? fueron transferidos a
una solucién de hipoclorito de sodio al 40 % y
llevados a calentamiento por 35 minutos o hasta
que se separaron las epidermis. Asi mismo, se
seccionaron transversalmente  segmentos del
material vegetal para determinar la ubicacion de
los estomas con respecto a las restantes células
epidérmicas. Las muestras procesadas se tifieron
con una solucion de verde malaquita y se hicieron
los montajes semipermanentes con agua-glicerina
(1:2).

La caracterizacion de los estomas y la
determinacion del IE y la DE se realizd con un
microscopio 6ptico Olympus BX40 en un campo
de 400X. El IE se calculo a través de la siguiente
férmula sugerida por Wilkinson (1979):

NE x 100
CE + NE

donde, NE es el nimero de estomas por campo de

observacion 'y CE es el numero de células

epidérmicas tipicas en el campo de observacién
La DE se obtuvo contando el nimero de

estomas en un area de 4,347 mm? equivalente al

diametro del campo observado. El disefio
experimental  consisti6 en  un  ensayo
completamente  aleatorizado  con  cuatro

tratamientos, cinco repeticiones y cinco hojas
por unidad experimental. Las variables
cuantitativas se procesaron estadisticamente
mediante analisis de varianza y comparacion
de medias segun la prueba de Tukey. Para el
analisis se utilizd el programa estadistico Statistix
(version 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las hojas estudiadas de ambas especies
resultaron ser hipostomaticas (Figuras 1y 2), lo
que coincide con lo reportado por Brown et al.
(2000) en hojas de Annona glabra Aubl. En vista
frontal, las células de la epidermis abaxial se
observaron poligonales y con las paredes delgadas
y sinuosas, los estomas paraciticos (Passos y
Portiguara, 2004); en algunos casos la disposicién
de las células epidérmicas alrededor de las células
oclusivas permitié clasificar los estomas como
anomociticos. Flores-Vindas (1999) menciona que
una misma especie puede mostrar diferentes tipos
estomaticos. La distribucion de los mismos no
tuvo orden alguno o estaban esparcidos, con
referencia a las nervaduras principales y
secundarias y las zonas intercostales de la lamina.
No se observaron estomas en la epidermis que
recubre las nervaduras.

En seccion transversal los estomas se
observaron al mismo nivel de las restantes células
epidérmicas tipicas, para todos los tratamientos.
Las cAmaras subestomaticas se caracterizaron por
ser amplias y por interrumpir el parénquima
esponjoso del meséfilo (Figuras 3y 4).

Se detectaron diferencias en el indice
estomatico (IE) entre los distintos tratamientos.
Asi, el material vegetal analizado quedd
clasificado dentro de tres grupos estadisticos
(Cuadro 1). El IE se encontré en un rango de
13,77 a 17,43. En A. montana super6 al de A.
muricata/A. montana, pero en A. muricata el IE
no mostré diferencias entre plantas a pie
franco e injertadas.
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Figura 1. Vista frontal de la epidermis abaxial de la Figura 2. Vista superficial de la epidermis

lamina foliar de Annona muricata a pie franco. adaxial (A) y abaxial (B) de la lamina
A. Distribucién de los estomas (e). B. Detalle foliar de Annona montana a pie franco.
de un estoma anomocitico. Células epidérmicas Células epidérmicas (ce), pared celular (pc),
tipicas (ce) estoma (e)

Figura 3. Seccidn transversal de un estoma de la Figura 4. Seccidn transversal de un estoma de

superficie abaxial de la lamina foliar de Anonna superficie abaxial de la [dmina foliar de Annona
muricata/A. montana. Cémara subestomatica muricata/A. muricata. Camara subestomatica
(cs), célula oclusiva (co); células epidérmicas (cs), célula oclusiva (co), células epidérmicas
tipicas (ce) y cuticula (cu) tipicas (ce) y cuticula (cu)

Cuadro 1. indice estomético (IE) en la superficie utilizada en sistematica de plantas, porque

abaxial de la lamina foliar en anonas generalmente se mantiene sin alteraciones. No
Material vegetal IE obstante, Kurschner et al. (1998) y Salas et al.
A. muricata 15,74 ab (2001) mencionan que el IE es una variable que
A. montana 17,43a ha sido afectada por condiciones estresantes, tanto
A. muricata/A. muricata 15,65 ab ambientales como nutricionales.
A. muricata/A. montana 13,77b La préctica de la injertacion disminuy6 la DE
CV. (%) _ 10,84 _ de los materiales evaluados (Cuadro 2).
Me<’i|as seguidas con la misma letra son iguales entre si Los valores de DE estuvieron en un rango de
segun la prueba de Tukey (P<0,05) 110,93 a 132,32 estomasmm? (Cuadro 2). Esto

_ o _ concuerda con el rango establecido para las
En tal sentido, Wilkinson (1979) menciona que  angiospermas por Esau (1972) y dentro de los
el IE es una caracteristica de diagnostico muy valores establecidos para el envés de las hojas de
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las plantas C3 (Leegod, 1993). Las plantas
injertadas presentaron los valores mas bajos de
DE con valores estadisticamente inferiores a los
de A. muricata a pie franco.

Cuadro 2. Densidad estomética (DE) en la
superficie abaxial de la Iamina foliar en anonas

Material vegetal DE (estomas-mm™)

A. muricata 132,32 a
A. montana 124,32 ab
A. muricata/A montana 11145b
A. muricata/A. muricata 110,93 b
C.V. (%) 10,76

Medias seguidas con la misma letra son iguales entre si
segun la prueba de Tukey (P<0,05)

En tal sentido, la practica de la injertacion al
inducir la reduccion de la cantidad de estomas
sobre la superficie foliar de A. muricata, y por
ende, de su conductancia estomatica y tasa de
transpiracion podria ser un mecanismo que ayude
a aumentar la eficiencia de uso del agua por parte
de esta especie. Es conocido que la disminucién
de la DE incrementa la resistencia estomética y
evita el exceso de transpiracion (Rubino et al.,
1989; Takur, 1990).

CONCLUSIONES

Los estomas de A. muricata y A. montana se
clasificaron como paraciticos y en algunos casos
como anomociticos. No se observaron estomas
en la epidermis que recubre las nervaduras. En
seccidn transversal se observaron al mismo nivel
de las restantes células epidérmicas tipicas. Las
laminas foliares resultaron ser hipoestomaticas.

La técnica de injertacion caus6 modificaciones
en la distribucion y la cantidad de los estomas
sobre la superficie foliar de las plantas,
presentando bajo injertacién el menor indice y
cantidad de estomas por unidad de area.
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