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INTRODUCAO

A familia Annonaceae é composta por 132 géneros e cerca de 2.300 espécies,
sendo a maioria encontrada ainda em estado silvestre. Nessa familia muitas espécies sao
bastante promissoras, com grande potencial frutifero e medicinal. Contudo, a insergéao
dessas espécies em cultivos comerciais ou até mesmo sua utilizagdo na recomposi¢cao de
areas degradadas tem sido limitada pela dificuldade de obtencdo de mudas sadias e em
grandes quantidades, devido a presenca de dorméncia embrionaria ou tegumentar de suas
sementes e também pela dificuldade para propagacgéao por via vegetativa, em virtude da falta
de porta-enxertos compativeis e do acumulo de diversos tipos de virus.

Nesse contexto, a propagacao clonal, via cultivo in vitro, representa uma alternativa
viavel para multiplicagcdo de anonaceas (Lemos e Blake, 1996; Nagori & Purohit, 2004),
possibilitando a producdo de grande numero de plantas, com grande uniformidade e em
curto espago de tempo. Entretanto, a alta mortalidade de plantas durante a transicdo do
ambiente in vitro para o ex vitro, em consequiéncia de desordens anatémicas, morfoldgicas e
fisiolégicas no nivel de células, tecidos e 6rgéos tem criado obstaculos para o uso dessa
técnica na propagacao de anonaceas (Rasai et al., 1995).

Essas desordens sao conseqiéncias da alta umidade relativa dentro dos recipientes
de cultivo, do baixo nivel de irradidncia nas salas de crescimento e altos niveis de
reguladores de crescimento e sacarose no meio de cultivo (Majada et al., 2000). Diversas
alteragbes na estrutura da folha de plantas mantidas in vitro tém sido reportadas, como o
aumento no tamanho e densidade estomatica (Hazarika, 2006), reduzido controle
estomatico (Khan et al., 2003), redugcao na quantidade de cera epicuticular (PospiSilova et
al., 1999) e reduzida espessura e diferenciagcdo do mesofilo das folhas, com alta proporgéao
de espacgos intercelulares (Hazarika, 2006). Contudo, a intensidade dessas alteracdes é
bastante variavel em funcéo da plasticidade adaptativa de cada espécie e sua quantificagao
€ essencial para otimizagao das condigdes de cultivo para cada tipo de planta.

Assim, o objetivo desse trabalho foi quantificar as alteragdes nos estOmatos e tecidos
foliares de seis espécies de anonaceas, comparando-se plantas cultivadas in vitro e em
casa de vegetacéo.

MATERIAL E METODOS

Plantas mantidas em casa de vegetacdo sob radiagdo fotossintética ativa de
150umol m? s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura ambiente das espécies Annona
glabra L., Annona cauliflora Mart., Annona coriacea Mart., Annona bahiensis St.Hill., Annona
squamosa L. e Rollinia silvatica St. Hill. foram utilizadas para condugdo desse trabalho.
Segmentos nodais com 1,0cm de comprimento foram lavados com agua e detergente neutro
e imersos em alcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de sddio 1% por 15 minutos, sendo
inoculados em meio WPM, solidificado com 0,7% de agar e suplementado com 3% de
sacarose, 8,87uM de BAP e 250mg L™ de benomyl. O ambiente na sala de crescimento foi
mantido na temperatura de 25 + 1°C, com fotoperiodo de 16 horas e radiagdo fotossintética
ativa de 45-56pumol m?s™.
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Ap6s 60 dias de cultivo in vitro coletaram-se folhas completamente expandidas para
analises anatdmicas. Estas foram fixadas em FAA 70% (Formaldeido - acido acético glacial
- alcool etilico 70%) por 72 horas e conservados em alcool etilico 70°GL. As segbes
transversais foram clarificadas com hipoclorito de sédio 50%, lavadas em agua destilada,
coradas com azul de astra e safranina e montadas em glicerina 50%, quantificando-se a
espessura da epiderme adaxial, parénquima pali¢adico, parénquima esponjoso e epiderme
abaxial com auxilio de uma ocular micrométrica acoplada em microscopio de luz. Foram
avaliadas cinco folhas oriundas de cinco brotagbes diferentes.

As laminas com seg¢des paradérmicas foram obtidas a méao livre e montadas com
solucdo corante de safranina 1% em &gua glicerinada, quantificando-se a densidade e
indice estomatico, o didmetro polar (DP) e equatorial (DE) dos estdmatos e a relagdo entre
os didmetros polar e equatorial dos estdmatos (DP/DE). A contagem do numero de
estdbmatos foi realizada com o auxilio de uma camara clara em microscopio OLYMPUS CBB
e o calculo do indice estomatico (IE) foi realizado por meio da formula de Cutter (1986).
Foram avaliadas quatro folhas oriundas de quatro brotagdes diferentes, quantificando-se
quatro campos do ter¢co mediano de cada folha.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 6 (tipo
de cultivo x espécies). Na andlise estatistica utilizou-se o programa SISVAR 4.3 (Ferreira,
1999), comparando-se as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A. coriacea apresentou a menor plasticidade adaptativa ao cultivo in vitro, quanto a
densidade estomatica, indice estomatico, didmetro polar e equatorial dos estébmatos (Tabela
1). Por outro lado, A. bahiensis, A. glabra, A. squamosa e R. silvatica apresentaram grande
variacdo na densidade estomatica, sendo significativamente maior nas plantas cultivadas in
vitro. A. bahiensis foi a espécie mais afetada em relagdo a densidade estomatica. O
aumento na densidade estomatica nas folhas das plantas cultivadas in vitro, comparado as
folhas de plantas mantidas em casa de vegetagao tem sido reportado em diversas espécies,
estando associado, principalmente, a elevada umidade relativa no interior dos recipientes de
cultivo (Khan et al., 2003).

A. bahiensis, A. cauliflora, A. glabra e A. squamosa demonstraram maior
susceptibilidade a alteragdes estomaticas durante o cultivo in vitro, apresentando estématos
com menor diametro polar e menor relagdo entre o diametro polar e o didmetro equatorial,
tornando-os mais esféricos. O aumento na densidade estomatica e na forma dos estomatos,
com tendéncia a formas mais esféricas, sobretudo nas espécies A. bahiensis, A. glabra, A.
squamosa e R. silvatica podera afetar o potencial de perda de agua das plantas durante sua
transferéncia do ambiente in vitro para o ambiente natural. Segundo Khan et al. (2003),
alteragbes na forma dos estdmatos afeta diretamente a funcionalidade dos mesmos, sendo
que a forma mais eliptica é caracteristica se estdmatos funcionais, enquanto que formas
mais arredondadas &, frequentemente, associado a estdbmatos com baixa funcionalidade.

A condicao in vitro afetou também a espessura dos tecidos foliares, principalmente a
espessura das epidermes adaxial e abaxial (Tabela 2), sendo que praticamente todas as
espécies estudadas apresentaram redugdo na espessura desses tecidos. Deccetti (2004),
trabalhando com niveis de irradiancia durante o cultivo in vitro de A. glabra, verificou que a
espessura da epiderme adaxial era o principal tecido afetado por niveis baixos de
irradidncia. A. squamosa apresentou a menor espessura da epiderme adaxial e abaxial e do
parénquima palicadico e esponjoso. Contudo, mesmo entre as plantas mantidas em casa de
vegetacdo, essa espécie apresentou menor espessura nesses tecidos, demonstrando ser
uma caracteristica tipica da prépria espécie. Contrariamente, A. cauliflora, A. glabra e R.
silvatica demonstraram maior plasticidade adaptativa a condig¢ao in vitro, expressando maior
espessura da epiderme adaxial, abaxial e parénquima esponjoso. A. cauliflora e A. glabra
apresentaram ainda maior espessura do parénquima paligadico.

A capacidade de alterar a estrutura da folha em resposta ao tipo de ambiente,
principalmente a condigdes de baixo nivel de irradidncia, tem sido comumente observada
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em diversas espécies (Dimassi-Theriou & Basabalidis, 1997). Segundo Araus et al. (1986),
alteragbes na espessura e diferenciagao do mesofilo, sobretudo na proporgao de espagos
intercelulares, apresentam alta correlacao com o potencial fotossintético das plantas e, para
Chenevard et al. (1997), a reduzida capacidade fotossintética das plantas mantidas in vitro é
um dos fatores que limitam a sobrevivéncia das plantas durante a fase de aclimatizagéo a
condicao ex vitro.

Tabela 1 Densidade estomatica, indice estomatico, didmetro equatorial dos estdmatos
(DE), didmetro polar dos estdmatos (DP) e relacdo DP/DE em folhas de A.
bahiensis, A. cauliflora, A. coriaceae, A. glabra, A. squamosa e R. silvatica
cultivadas in vitro e em casa de vegetacao (ex vitro).

Espécie Tipo de cultivo
Ex vitro In vitro
Densidade estomatica*
Annona bahiensis 165,76 aB 440,30 aA
Annona cauliflora 187,56 aA 185,00 bA
Annona coriaceae 101,38 bA 101,34 cA
Annona glabra 168,68 aB 216,82 bA
Annona squamosa 111,00 bB 187,96 bA
Rolinia silvatica 96,96 bB 233,82 bA
indice estomatico*

Annona bahiensis 18,72 bA 20,62 bA
Annona cauliflora 2414 aA 18,42 bB
Annona coriaceae 19,42 bA 19,42 bA
Annona glabra 20,20 bB 28,50 aA
Annona squamosa 17,68 bA 19,68 bA
Rolinia silvatica 10,28 cB 14,10 cA

Diametro polar — DP (um)*
Annona bahiensis 36,18 bA 31,62 bcB
Annona cauliflora 33,78 bA 30,04 cB
Annona coriaceae 4418 aA 43,58 aA
Annona glabra 36,68 bA 33,88 bB
Annona squamosa 37,20 bA 31,28 bcB
Rolinia silvatica 29,60 cA 28,98 cA

Didmetro equatorial — DE (um)*
Annona bahiensis 17,86 bB 20,40 bA
Annona cauliflora 16,26 bcA 18,70 bA
Annona coriaceae 22,84 aA 23,02 aA
Annona glabra 16,04 cA 16,82 cA
Annona squamosa 17,44 bcB 22,62 aA
Rolinia silvatica 13,94 dB 16,50 cA
Relacédo DP/DE*

Annona bahiensis 2,02 bcA 1,54 cdB
Annona cauliflora 2,08 abcA 1,59 cdB
Annona coriaceae 1,89 cA 1,89 abA
Annona glabra 2,28 aA 2,02 aB
Annona squamosa 2,13 abA 1,38 dB
Rolinia silvatica 2,12 abA 1,75 bcB

"As médias seguidas pelas mesmas letras minisculas em cada coluna e mailsculas em
cada linha nado diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 2 Espessura de epiderme adaxial, parénquima paligadico, parénquima esponjoso
e epiderme abaxial de folhas de A. bahiensis, A. cauliflora, A. coriaceae, A.
glabra, A.squamosa e R. silvatica cultivadas in vitro e em casa de vegetacéo (ex

vitro).
Espécie Tipo de cultivo
Ex vitro In vitro
Epiderme adaxial (um)*
Annona bahiensis 33,17 c*AY 21,84 bB
Annona cauliflora 40,95 bA 26,11 abB
Annona coriaceae 62,40 a -
Annona glabra 43,15 bA 25,44 abB
Annona squamosa 20,87 eA 15,44 cB
Rolinia silvatica 28,27 dA 28,02 aA
Parénquima palicadico (um)*
Annona bahiensis 36,50 dA 34,40 bA
Annona cauliflora 74,75 bA 37,20 abB
Annona coriaceae 87,65 a -
Annona glabra 48,07 cA 40,32 aB
Annona squamosa 17,72 eB 24,56 cA
Rolinia silvatica 46,00 cA 33,27 bA
Parénquima esponjoso (um)*
Annona bahiensis 78,42 bA 77,28 bA
Annona cauliflora 144,82 aA 96,72 aB
Annona coriaceae 141,90 a -
Annona glabra 91,15 bA 82,71 abA
Annona squamosa 34,75 dA 26,16 cA
Rolinia silvatica 58,07 cB 90,24 abA
Epiderme abaxial (um)*
Annona bahiensis 23,82 cA 17,60 abB
Annona cauliflora 33,72 bA 16,51 abB
Annona coriaceae 46,22 a -
Annona glabra 25,27 cA 20,06 aB
Annona squamosa 17,42 dA 13,52 bB
Rolinia silvatica 26,02 cA 17,89 aB

"As médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas em cada coluna e mailsculas em
cada linha nado diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Diante da grande variagdo nos parametros avaliados nas diferentes espécies de
anonaceas estudadas nesse trabalho, verifica-se a necessidade de estudos mais detalhados
sobre as condi¢des de cultivo in vitro para cada espécie, sobretudo em relacdo ao nivel de
irradidancia a ser utilizado, buscando-se uma reducdo na intensidade das alteragdes
anatémicas e, consequentemente, elevacéo das taxas de sobrevivéncia das plantas obtidas.

CONCLUSOES

O cultivo in vitro aumenta a densidade estomatica e modifica o didmetro e a forma
dos estdbmatos de anonaceas, sendo as espécies A. bahiensis, A. glabra, A. squamosa e R.
silvatica as mais susceptiveis. O ambiente in vitro reduz indistintamente a espessura das
epidermes adaxial e abaxial de anonaceas. Existe grande variabilidade nas respostas
adaptativas das espécies estudadas em relagao ao cultivo in vitro.
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