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CARACTERIZACAO ANATOMICA E CITOMETRICA
EM BIRIBAZEIRO (Rollinia mucosa [Jacq.])!

JOYCE DORIA RODRIGUES SOARES?, GABRIELEN DE MARIA GOMES DIAS?,
FILIPE ALMENDAGNA RODRIGUES*, MOACIR PASQUAL®, EDVAN ALVES CHAGAS®

RESUMO - O biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.]) ¢ uma frutifera nativa da América Central e América
do Sul que se destaca das demais espécies do género por apresentar frutos grandes e comestiveis. Tendo
em vista que pouco se conhece a respeito da anatomia da planta, tipo de reserva da semente, como
também sobre o contetido de DNA de espécies da familia anondaceas, este trabalho teve por objetivos
caracterizar histoquimicamente as sementes e anatomicamente as plantulas, e determinar o contetido de
DNA de biribazeiro. As plantulas foram obtidas de sementes coletadas na regido Amazonica pela Embrapa
Roraima e enviadas a Universidade Federal de Lavras. Os frutos foram despolpados, e suas sementes foram
previamente lavadas e semeadas em bandejas de 48 células, contendo como substrato p6 de serragem,
permanecendo em camara de germinagdo a 30°C por 90 dias. Nas plantas obtidas, procedeu-se a analise
histoquimica, a caracterizagdo anatomica e a determinacao do conteudo de DNA. As principais conclusdes
deste trabalho foram que: (1) as sementes da Rollinia mucosa apresentam reserva principal lipidica; (2)
as secc¢oes transversais da lamina foliar indicam organizacdo dorsiventral, do tipo hipoestomatica com
estOmatos paraciticos e tricomas em ambas as faces da folha; (3) as folhas de biribazeiro apresentam, em
média, 4,77 pg de DNA.

Termos para indexacio: Anonaceae, anatomia, histoquimica, citometria fluxo.

ANATOMICAL AND CYTOMETRIC CHARACTERIZATION IN
BIRIBAZEIRO (Rollinia mucosa [Jacq.])

ABSTRACT - The biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.]) is a native fruit of Central America and South
America that stands out from the other species of the genus because it has large and edible fruits. Considering
that little is known about the anatomy of the plant, the type of reserve of the seed, as well as little is known
about the DNA content of species of Annonaceae family, this study aimed to characterize seeds histochemically
and seedlings anatomically, and determine DNA content of biribazeiro (Ro/linia mucosa [Jacq.]). The seedlings
were obtained from seeds collected in the Amazon region by Embrapa Roraima and then, sent to UFLA,
Federal University of Lavras, Minas Gerais State. The pulp of the fruits were extracted and the seeds were
previously washed and sown in trays of 48 cells containing sawdust as substrate, remaining in a germination
chamber at 30°C for 90 days. A histochemical analysis, anatomical characterization and determination of
DNA content of the plants obtained were made. The main conclusions of this research were: (1) the seeds of
Biribazeiro (Rollinia mucosa) present mainly lipid reserve, (2) The cross-sections of the leaf blade indicate
dorsiventral organization, hypostomatic with paracitic stomata and trichomes on both sides of the sheet
(3) the leaves of biribazeiro have on average 4.77 pg of DNA.

Index terms: Anonaceae, anatomy, histochemistry, flow cytometry.
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INTRODUCAO

O biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.],
Annonaceae) ¢ uma frutifera nativa da América
Central ¢ América do Sul. Por ser uma espécie
tropical, desenvolve-se bem em areas de clima quente
e imido, com temperaturas médias de 24 a 26°C e
chuvas acima de 1.500 mm anuais (SANTOS et al.,
2005). Destaca-se das demais espécies do seu género
por apresentar frutos grandes e comestiveis, contendo
polpa mucilaginosa e adocicada, o que justifica seu
amplo cultivo nos neotrdpicos.

O consumo das anonaceas no Brasil
¢ crescente; e a oferta interna, insuficiente. A
necessidade da disposi¢ao de maior niimero de dados
e informagdes sobre o ciclo biologico das espécies,
na tentativa de compreender os mecanismos naturais
existentes no ecossistema florestal ¢ a forma como
as espécies renovam seus recursos € comportam-se
em diferentes estadios de desenvolvimento, torna
imprescindivel a geragdo de conhecimentos basicos
sobre compostos de reserva em sementes, a anatomia
das plantulas e o conteudo de DNA da espécie.

A identificagdo de plantulas conduz a trés
diregdes principais: (1) contribuigdo para melhor
entendimento da biologia; (2) ampliacdo dos
estudos taxondmicos ¢ fundamentacdo de trabalhos
de levantamentos ecoldgicos, nos aspectos de
regeneracdo de areas, em condigdes naturais, e
(3) na ocupacgdo e estabelecimento ambiental por
qualquer espécie (SOBRINHO; SIQUEIRA, 2008).
A preocupagao pelos frequentes danos ocasionados
ao meio ambiente reflete-se na conscientizacdo
de que ¢é necessario conservar 0s ecossistemas ora
existentes e, nessa oOtica, os estudos anatomicos
auxiliam no reconhecimento das espécies ainda em
fase de plantula (CONTI et al., 2013) para possivel
regeneracao natural de areas degradadas. Os trabalhos
mais recentes realizados com Rollinia mucosa [Jacq.]
tratam de micropropagagdo (FIGUEIREDO et al.,
2001), producao de mudas via estaquia (SCALOPPI
JUNIOR; MARTINS, 2003), identificacdo de
metabolitos secundarios (KUO et al., 2001) e
aclimatizacdo (FERREIRA et al., 2010).

Tendo em vista a escassez de trabalhos a
respeito desta espécie, objetivou-se caracterizar,
histoquimicamente, as sementes, anatomicamente
a plantula e determinar o conteudo de DNA de
biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.]).

MATERIAL E METODOS

Foram coletados frutos de biribazeiro na
regido Amazonica e enviados pela Embrapa Roraima
para a Universidade Federal de Lavras, onde as
sementes foram extraidas, lavadas e semeadas em
bandejas de 48 células contendo como substrato
pé de serragem. As sementes permaneceram em
camara de germinagao a 30°C por 90 dias. Apds este
periodo, as plantulas (Figura 1) foram transferidas e
conduzidas (em vasos) dentro de casa de vegetacao
coberta com plastico, com tela de sombreamento
a 70% e sistema de nebulizacdo intermitente.
O experimento foi realizado entre os meses de
setembro de 2011 e abril de 2012.

Anailise histoquimica - Dez sementes
foram conservadas em geladeira durante 10 dias e,
em seguida, fixadas em alcool a 70%. As regides
apical, mediana e basal do tecido de reserva destas
sementes foram seccionadas a mao livre com auxilio
de lamina de barbear e, posteriormente, procedeu-se
ao tratamento das sec¢des com diferentes corantes
especificos: Azul de Comassie para deteccdo de
proteinas; Cloreto de Ferro III para detecgdo de
compostos fenolicos; Lugol para detec¢do de amido,
e Sudan IV para detecgdo de substancias lipidicas
(KRAUS; ARDUIN, 1997). As secg¢des foram
montadas em ldminas semipermanentes, ¢ 0 material
foi observado e fotografado em microscopio marca
Olympus, modelo CX41, acoplado a uma camera
digital da marca Belcam, modelo DIV-3000.

Caracterizacdo anatomica da planta-
Apos 210 dias do transplantio, cortes transversais
foram realizados na folha mais nova (totalmente
expandida) de diferentes plantas, no caule cortado
na regido proxima ao nod (Figura 1) e nas raizes
cortadas nas pontas. As amostras foram fixadas
em etanol a 70%. Secgdes paradérmicas das faces
abaxial e adaxial foram realizadas a mao livre,
enquanto as secc¢des transversais foram feitas em
micrétomo de mesa. As secgdes foram colocadas em
placas de Petri contendo hipoclorito de sodio a 1%,
durante 10 minutos. Em seguida, foram transferidas
para agua destilada por 10 minutos e coradas com
Safranina a 1,0% e Safrablau (safranina a 1% e
azul de Astra a 0,1%) para sec¢des paradérmicas
e transversais, respectivamente. Posteriormente,
foram montadas laminas semipermanentes com
glicerol a 50% (KRAUS; ARDUIN, 1997). O
material foi observado em microscopio Olympus
CX41 acoplado a camera digital Belcam DIV-
3000 e fotografado (15 campos). As medidas foram
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realizadas no software ImageTool 3.0, avaliando-
se: densidade estomatica; relagdo didmetro polar/
diametro equatorial dos estomatos; espessura da
epiderme das faces abaxial e adaxial, e espessura de
parénquimas esponjoso ¢ pali¢adico.

Determinacdo do conteido de DNA —
Utilizaram-se trés repetigoes de 300 mg de folhas
(Figura 1) e a mesma quantidade de massa foliar
de ervilha (Pisum sativum) (padrdo de referéncia de
quantidade de DNA —9,09 pg), que foram trituradas
em placa de Petri, contendo 1 mL de tampao de
extracdo de nucleos MARIE (DOLEZEL et al.,
1989). Os histogramas foram obtidos no citdmetro
modelo FacsCalibur (Becton Dickinson) com o
programa Cell Quest. As quantidades de DNA (pg)
das plantas foram obtidas por meio da equagdo:
quantidade de DNA (pg) = (posicdo do pico G1 da
amostra +~ posi¢ao do pico G1 de ervilha ) x 9,09.
A analise estatistica dos dados foi realizada pelo
programa WinMDI 2.8.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise histoquimica

Os testes histoquimicos das sec¢des tratadas
com corantes evidenciaram a presenca de lipidios
nas sementes, devido a reagdo positiva ao teste com
Sudan IV, em propor¢dao maior do que proteinas,
carboidratos e compostos fendlicos, o que pode
ser indicio de que a principal reserva energética
das sementes do biribazeiro seja de origem lipidica
(Figura 2). Estes resultados, apesar de qualitativos,
corroboram aqueles obtidos por Kimbonguila et al.
(2010) e Masruri et al. (2012), os quais verificaram
que as sementes de Annona muricata e Annona
squamosa, respectivamente, possuem maior teores
de lipidios em detrimento das proteinas e dos
carboidratos. As sementes tém sido estudadas quanto
a composicao quimica de suas reservas, e tal interesse
ndo se d4 apenas por seu teor nutritivo, mas por
serem uteis na confec¢ao de produtos industrializados
(BUCKERIDGE et al., 2010).

As reservas da semente disponiveis para o
crescimento da plantula ndo sao determinadas somente
pela sua massa, mas sdo também influenciadas pela
sua composi¢do quimica (CORTE et al., 2006). De
acordo com o autor, a alta proporcao de lipidios
nas sementes de Caesalpinia peltophoroides
pode ser uma caracteristica adaptativa vantajosa
a espécie, possibilitando o estabelecimento de
plantulas em ambientes menos iluminados, devido
ao maior conteudo energético armazenado. Além

disso, altos contetidos de lipidios nas sementes de
algumas espécies poderiam indicar uma seleg@o
compensatdria (maior energia/volume), a medida que
as sementes mais leves sdo fortemente selecionadas,
por exemplo, para melhor dispersdo.

Como a reserva energética encontrada nas
sementes do biribazeiro ¢ de origem lipidica, o
armazenamento da semente deve ser realizado
com grau de umidade inferior ao da maioria das
sementes amildceas, pois as principais alteragdes
em lipidios durante a deteriorag@o sdo atribuidas as
hidrélises enzimaticas, peroxidagdo e autoxidacdo. A
temperatura necessaria para a degradag@o do amido
¢ mais elevada que a responsavel pelos mesmos
efeitos em oleaginosas. Nestas, uma elevagao
moderada da temperatura, como consequéncia
do processo respiratério, ¢ suficiente para a
decomposigdo dos lipidios e a elevacdo da taxa de
deterioragao(GAGLIARDI; MARCOS FILHO,
2011).

Os testes histoquimicos sdo muito importantes
para detecgdo de substancias, uma vez que norteiam
acerca das propriedades nutracéuticas e do potencial
industrial de um fruto baseado em sua composi¢ao
quimica (FANK-DE-CARVALHO; GRACIANO-
RIBEIRO, 2005). Como a popularizagao de plantas
nativas da Amazdnia tem-se intensificado, é
necessario maior empenho para que o conhecimento
da flora dessa regido seja satisfatorio e de utilidade
paraa populag@o. Outros tipos de testes histoquimicos,
baseados no uso de corantes especificos, tais como os
de detecgdo da presenga de acidos graxos, substancias
pécticas, sacarose, flavonoides e compostos fenolicos,
sdo fundamentais para maior conhecimento dessas
espécies amazOnicas, muitas vezes pouquissimo
explorados, mas que podem ser utilizados para
diversos fins. Apesar de a por¢@o comestivel do biriba
ser a polpa, uma vez quantificadas tais substancias
nas sementes, estas podem ser utilizadas como
agentes de defesa, antioxidantes, antibacterianos,
que sdo algumas das utilizagdes de subprodutos do
metabolismo secundario, como compostos fendlicos,
que incluem fenois e flavonoides, qualificados nos
testes histoquimicos.

Caracterizaciio anatdomica da planta

As seccdes transversais da lamina foliar do
biribazeiro indicam organiza¢do dorsiventral das
folhas, que sdo do tipo hipoestomatica, com tricomas
em ambeas as faces (Figura 3). A epiderme ¢é simples,
com células de secgdo retangular a eliptica e paredes
finas. Tricomas tectores simples, pluricelulares e
unisseriados, com até 3 células, implantados em
ambas as faces da 1amina, sdo mais abundantes
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sobre a nervura central na face abaxial. Estes
tricomas possuem as fungdes de evitar a transpiracao
excessiva, de oferecer uma barreira contra ventos
que podem diminuir a umidade relativa na superficie
foliar e de proteger as folhas contra o excesso de agua
na superficie foliar (SILVA et al., 2005).

O mesofilo foliar ¢ formado por parénquima
palicadico uniestratificado, constituido por células
largas, com secg¢des tendendo para o formato
triangular, exibindo em geral extremos arredondados
(Figura 4A). Essas células deixam entre si pequenos
espagos intercelulares, que aparecem com mais
frequéncia na regido proxima ao parénquima
esponjoso, o qual se apresenta com 3 a 4 estratos
e células de seccdo lobada, que delimitam os
espacos intercelulares que possuem dimensoes
variaveis, mas que geralmente sao amplos. O
tecido fundamental mostra-se homogéneo de forma
geral, com reduzido niimero de feixes vasculares.
A nervura central proxima a face abaxial apresenta
células epidérmicas, em formato ligeiramente
alongado no sentido periclinal, passando a secgdes
de menor limen e paredes mais espessadas (Figura
4B). Na regido proximal, a nervura destaca-se do
mesofilo, apresentando maior niimero de camadas de
parénquima na face abaxial e maior desenvolvimento
do tecido vascular.

Deacordo com os cortes paradérmicos (Figuras
4E ¢ F), os estdmatos encontram-se ao mesmo nivel
ou levemente projetados, com células estomaticas
pequenas e paredes fortemente espessadas. As células
epidérmicas revelam um contorno variavel em
consequéncia da sinuosidade das paredes celulares
em ambas as faces, observando-se em torno da base
dos tricomas uma disposigdo radiada. Os estOmatos
sdo observados apenas na face abaxial, sendo do
tipo paracitico, distribuidos aleatoriamente, com
densidade média de 104 estomatos por mm?. As
c¢lulas estomaticas possuem espessamento parietal
nas regides polares, podendo também verificar-se a
presenga de pequenas projecdes, correspondentes
a evaginagdes na parede das células anexas. Os
estomatos sdo estruturas importantes para a producao
vegetal, pois representam a porta de entrada e/ou de
escoamento dos gases para a fotossintese, processo
primordial relacionado a produtividade vegetal. As
diferentes espécies de plantas variam quanto ao
numero, frequéncia, tamanho, distribuicdo e forma
dos estomatos, o que consequentemente interfere
em sua capacidade fotossintética. Mesmo em uma
unica planta, as folhas variam quanto aos estomatos,
dependendo de sua forma e da posigdo das folhas na
copa (SILVA et al., 2005).

O caule do biribazeiro (R. mucosa) possui

epiderme unisseriada, recoberta pela cuticula,
porém sem a presenga de tricomas (Figura 4C).
Abaixo da epiderme, encontra-se o cortex, com
cinco a seis camadas de células do colénquima e
parénquima cortical com células achatadas, com
apenas duas a trés camadas, demonstrando um
caule em crescimento primario. A medula da raiz
¢ formada de parénquima medular com grandes
células de formato isodiamétrico e sistema vascular
composto por feixes colaterais abertos,delimitando
um caule eustélico tipico com os feixes vasculares
arranjados de forma circular no entorno da medula. O
sistema vascular na regido amostrada encontra-se em
desenvolvimento primario. Os estudos da anatomia
de caule e raiz revelam diferengas e similaridades
estruturais entre os dois 6rgaos e ajudam a entender
melhor as adaptagdes das plantas a diferentes
condi¢des ambientais (GOULART; MARCATI,
2008); porém, como no caso do biriba, nem todas
as plantas apresentam essa tendéncia.

No corte transversal da raiz de biribazeiro,
observou-se epiderme uniestratificada, a exoderme
situa-se abaixo da epiderme contendo uma camada de
células. Possivelmente, essa camada de células pode
funcionar como uma barreira apoplastica ao fluxo de
agua e ifons (HARTUNG et al., 2002), as chamadas
estrias de Caspary. A camada interna do cortex
diferenciou-se em uma endoderme, que de acordo
com Dalla et al. (1999) ¢ uma barreira apoplastica
formada pelo espessamento de paredes primarias de
células da por¢do mais interna do cortex de raizes
primarias, formando um anel de células no entorno
do sistema vascular; além disso, atua como prote¢ao
ao periciclo e aos tecidos condutores de provaveis
danos ocasionados por fatores ambientais adversos
como a presenga de metais pesados ou salinidade.
Por outro lado, esse espessamento pode dificultar
o fluxo de agua para o cilindro vascular, o que
contribuiria para a perda da condutividade hidraulica
da raiz (PEREIRA et al., 2008). Neste sentido, cabe
salientar que a organizagdo interna das raizes ¢
bastante variada de um modo geral, porém ¢ mais
simples e filogeneticamente mais primitiva do que a
do caule. Quando examinada em corte transversal, a
raiz primaria mostrou uma nitida separagao entre os
trés sistemas de tecidos: epiderme (sistema dérmico),
cortex (sistema fundamental) e tecidos vasculares
(sistema vascular).

Determinacio do conteudo de DNA

A quantidade de DNA nuclear de um dado
organismo, normalmente referida como valor C,
referindo-se a letra C ao termo constante, expressa
o tamanho do genoma, ou seja, a quantidade de
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material genético existente (BENNET; LEITCH,
2000). A analise das folhas de biribazeiro mostrou
que a espécie possui, em média, 4,77 pg de DNA
por grama de massa fresca, sendo o coeficiente
de variagdo da analise em torno de 0,56 (Tabela
1 e Figura 4). A quantidade de DNA nuclear tem
significado adaptativo e influencia o fendtipo de
duas maneiras distintas, ou seja, pela expressdo
de seu conteudo e pelos seus efeitos fisicos
(SCHIFINO-WITTMANN, 2001).

O valor C de DNA ¢ um carater de significado
biologico fundamental, e o conhecimento da
quantidade de DNA nuclear de um grupo de
organismos pode ser Util em varios campos, como
biologia molecular ¢ celular, ecologia, fitogeografia
e sistematica (BENNET; LEITCH, 2000). Como a
espécie R. mucosa, apesar do seu grande potencial
para consumo, industrializagdo e fitoquimico, ainda
esta incipiente tanto a nivel anatdmico quanto
molecular, a caracterizagdo destes topicos, por isso,
faz-se necessaria, a caracterizagdo de todo banco
de germoplasma da espécie apds sua formacgao, e
uma vez identificada a determinagdo do conteudo

Folha nova completamente
expandida

de DNA permitira o agrupamento das espécies em
grupos distintos.

Do ponto de vista pratico, a determinagao
da quantidade de DNA nuclear pode substituir
a contagem de cromossomos, especialmente
quando se trabalha com um numero muito grande
de individuos, como, por exemplo, em bancos
de germoplasma. O conhecimento do nimero
de cromossomos, ou do nivel de ploidia, além
de ser importantissimo para a caracterizagdo
do germoplasma, ¢ imprescindivel para os
trabalhos de melhoramento genético, quando
sdo programados cruzamentos. A determinagdo
do niimero de cromossomos, apesar de ser uma
técnica relativamente simples, demanda tempo. Sua
substitui¢do por uma técnica mais expedita, que dé
um resultado semelhante, ou seja, indique o nivel de
ploidia com um grau aceitavel de precisdo permite
agilizar uma série de trabalhos, seja de manutengao
de germoplasma, seja de selegdo, seja nas progénies
de cruzamentos de individuos com os niveis de
ploidia desejados.

Semente

FIGURA 1 - (A) Parte aérea; (B) Sistema radicular de biribazeiro identificando as partes principais anali-

sadas no estudo.
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FIGURA 2 - Representacdo dos testes histoquimicos de sec¢des trasnversais do tecido de reserva em se-
mentes de biribazeiro (4Annona mucosa) em diferentes corantes especificos. A) Cloreto de
ferro III (negativo); B) azul de cornassie (negativo); C) lugol (negativo); D) sudan IV (posi-
tivo). Barra = 20vm. UFLA, Lavras,2011.

Ervilha9,09 pg DNA

Events

L.
o* 10°* 10? T e
Todeto de propideo

FIGURA 3 - Historama de citometria de fluxo obtido com o tampao de extra¢ao nicleos Marie. O primeiro
pico representa o pico G1 da amostra de biribazeiro ( Rollinia mucosa) e o segundo € o pico
G1 da ervilha (Pisum sativum L.). UFLA, Lavras, 2013.
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FIGURA 4 - Sec¢des transversais da lamina foliar de Biribazeiro (Rollinia mucosa). A) lamina foliar - me-
sofilo; B) lamina foliar - nervura central; C) caule; D) raiz; Sec¢des paradérmicas. E) face
abaxial e F) face adaxial. Legendas: tr= tricoma; ead= epiderme da face adaxial; pp= parén-
quima palicadico; pe= parénquima esponjoso; eab= epiderme da face abaxial; had= hipod;
fv= feixe vascular; est= estdmato; ost= ostiolo; cg= células-guardas. UFLA, Lavras, 2013.
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CONCLUSAO

1-A semente de biribazeiro (Rollinia mucosa)
apresenta principal reserva lipidica.

2-As secgoOes transversais da lamina
foliar indicam organizag¢ao dorsiventral, do tipo
hipoestomatica, com estdmatos paraciticos e tricomas
em ambas as faces da folha.

3-+++As folhas de biribazeiro apresentam,
em média, 4,77 pg de DNA.
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