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RESUMO

As mudas propagadas por técnicas de micropropagacdo geralmente apresentam alteracOes significativas induzidas pelas
condi¢Besin vitro, que diminuem a capacidade de sobrevivéncia apds a transferéncia para o ambiente ex vitro, sendo fundamental a
avaliagdo da mudanca estrutural durante o processo de adaptacdo. Objetivou-se com este trabalho, identificar as diferengas anatbmicas
foliares entre plantas de Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich. (ipé amarelo), cultivadasin vitro, in vivo e durante a aclimatizagdo. Foram
utilizadas plantulas mantidas por 43 dias em sala de crescimento, com 20, 40, 60 e 80 dias de aclimatizacdo e mudas de 90 dias
cultivadas em viveiro. As plantulas foram obtidas via cultura de embrides em meio MS e transplantadas para tubetes contendo
plantmax®, para aclimatizacdo em viveiro, sob 50% de sombreamento. Nas mesmas condicdes da aclimatizagdo, foram produzidas as
mudas in vivo. Cortes transversais e paradérmicos foram preparados de acordo com técnicas usuais em microtecnia vegetal. As
plantulasin vitro apresentam os tecidos foliares pouco diferenciados e estdmatos maiores e mais abertos, exigindo maiores cuidados
naetapainicia de aclimatizagdo. Aos 60 dias de aclimatizag&o as novas folhas produzidas possuem alguns aspectos anatémicos que
podem conferir maior eficiéncia fotossintética e maior capacidade de regulagdo hidrica das plantas.

Termos para indexacgéo: 1pé-amarelo, planta medicinal, micropropagacéo.

ABSTRACT

The seedlings spread by micropropagation techniques, usually show significant alterations induced by the conditions in
vitro, which decrease the survival capacity after the transfer to conditionsex vitro. The evaluation of the structural change during the
acclimatization is necessary for the understanding of this adaptation process. The objective of this research was to identify the
anatomical differences among the seedlings cultivated in vitro, in vivo and acclimatized plants of Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich.
(yellow ipe), species with great medicinal and ornamental interest. One used seedlings maintained for 43 daysin growth chamber,
with 20, 40, 60 and 80 days of acclimatization and seedlings after 90 days of cultivation in vivo. Seedlings were obtained from culture
of embryosin half BAD and transplanted to tubes containing plantmax®, for aclimatizag¢do in nursery house under 50% of shad. In
the same conditions of the acclimatization the seedlingsin vivo were produced. Transversal and paradermal sections were prepared
using the usual microthecniques. The results showed that the seedlingsin vitro have the leaf tissue little differed and the stomata are
open and bigger, demanding greater cares in the initial stage of acclimatization. At 60 days of acclimatization the new leaves
produced have some anatomical aspects that can originate higher photosynthetic efficiency and better water regulation capacity
of the plants.

Index terms: Yellow ipe, medicina plant, micropropagation.

(Recebido em 22 de setembr o de 2006 e aprovado em 30 de maio de 2007)

INTRODUCAO € uma espécie arbOrea que atinge de 5-25m de atura. Ocorre

no Brasil, Guiana Francesa, Guiana, Suriname, Venezuela,

Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson  Colémbia, Equador, Peru e Bolivia. No Brasil, estende-se
(Bignoniaceae), conhecida popularmente como ipé&-amarelo  da Amazonia e Nordeste até So Paulo. E uma espécie
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caracteristica das florestas pluviais densas, desde o nivel
do mar até altitudes de 1200m, ocorrendo também em
florestas secundérias e campinas (FERREIRA et al.,
2004).

O ipé-amarelo possui interesse econémico
madeireiro, ornamenta e medicinal. A madeira é empregada
em marcenaria, construcdes pesadas e estruturas
externas, tanto civis quanto navais. A arvore é utilizada
em paisagismo e arborizacdo urbana por causa de suas
atrativas flores amarelas (FERREIRA et ., 2004). O seu
principio ativo é o lapachol, uma naftoquinona que esta
presente tanto nas cascas do caule como na serragem da
madeira (MATOS, 2000).

Véarias espécies do género Tabebuia contém na
casca e no cerne do caule quantidades varidveis do lapachol
e outras substancias similares, dotadas de forte atividade
bactericida (PARK et a., 2005), fungicida (PORTILLO et
al., 2001), antiofidica (NUNEZ et a., 2004) e antitumoral
(CHENNA et al., 2001).

A propagacao dessa espécie é feita pela utilizagdo
de sementes que, apesar de produzidas em grande
guantidade, apresentam problemas de germinagdo e
conservagdo (OLIVEIRA et al., 2004, 2005). Para muitas
espécies florestais de importancia econdmica ou que se
encontram em extingdo, a micropropagacdo tem sido uma
ferramenta Util para a obtengdo de mudas mais uniformes
em larga escala, em tempo e espago fisico reduzidos.
Entretanto, ndo existem relatos na literatura sobre a
micropropagacdo do ipé-amarelo (RIBAS et d., 2005).

As mudas propagadas por técnicas de
micropropagacéo geralmente apresentam alteracfes
significativas induzidas pelas condi¢desin vitro, as quais
diminuem a capacidade de sobrevivéncia apés a
transferéncia para condi¢cdes ambientais ex vtro. A
elevada umidade relativa, baixairradiancia e utilizacdo de
acUcares no meio como fontes de carbono e energia, sdo
os principais fatores que atuam naindugdo de ateractes
e funcionalidade de 6rgéos e tecidos, de plantulas
provenientes da propagacdo in vitro (POSPISILOVA et
al., 1999).

Essas condi¢des podem determinar aformagéo de
plantas com morfologia, anatomia e fisiologia anormais,
tornando a aclimatizag&o critica e limitante ao processo de
micropropagacdo. Diversos estudos histolégicos
demonstraram que os 6rgédos vegetativos de plantas
desenvolvidas in vitro apresentam tecidos e estruturas
pouco diferenciados se comparados com plantas cultivadas
em casa-de-vegetacio (APOSTOL O et al., 2005; LOURO
et al., 2003). Além disso, o nimero e formato dos
estbmatos também sdo afetados, o que pode acarretar

uma maior ou menor eficiénciafotossintéticadaplanta
(OSORIO et ., 2005).

O conhecimento das alteragdes morfoldgicas, de
plantas desenvolvidas in vitro, é fundamental para o
estabelecimento de protocolos eficazes a sobrevivéncia
de plantas oriundas de ambientes controlados para as
condi¢des naturais. Objetivou-se neste trabalho estudar
as diferencas anatémicas entre plantas de Tabebuia
serratifolia (Vahl) Nich. cultivadas in vitro, in vivo e
durante a aclimatizag&o ex vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos e Plantas Medicinais do Setor de
Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, MG. Os tratamentos
consistem de plantas cultivadasin vitro, in vivo e com 20,
40, 60 e 80 dias de aclimatizag&o ex vitro.

Para o cultivo in vitro, foram utilizados como
explantes embrides retirados de sementes de plantas de
Tabebuia serratifolia, localizadas no campus da UFLA. A
assepsia das sementes foi realizada com agua sanitéria
comercial a40%, durante 15 minutos e, em seguida, lavadas
com &gua destilada autoclavada para remoc&o do excesso
da solucéo desinfestante. O meio de cultura utilizado foi o
MS completo (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g.L* de sacarose, 6 g.L! de agar e 0
pH do meio gjustado em 6,0 e, em seguida, autoclavado
por 15 minutos. Em c@mara de fluxo laminar, os embrides
foram retirados e inoculados em tubos de ensaios contendo
10 mL do meio, e incubados em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de 45
mmoL.m2.s?, e temperatura de 25+ 1°C.

Ap6s 43 dias em sala de crescimento, algumas
plantulas foram coletadas, correspondendo o tratamento
in vitro e outras levadas para aclimatizacdo. Plantulas foram
transplantadas para tubetes com 5 cm de didmetro x 24,5
cm de altura (TG) contendo Plantmax® e, mantidas em
viveiro sob 50% de sombreamento. As coletas foram
realizadas aos 20, 40, 60 e 80 dias apos o transplantio. As
mudas que consistiram o tratamento in vivo foram
produzidas pela germinagéo de sementes em Plantmax®,
nas mesmas condi¢Bes da aclimatizagéo.

Utilizaram-se folhas totalmente expandidas,
localizadas no terceiro no, a partir do dpice, de 5 plantas de
cada tratamento. Depois de retiradas, as folhas foram
fixadas em F.A.A. 70% (formaldeido, &cido acético e dcool
etilico), por 72 horas e posteriormente conservados em
dcool 70% (JOHANSEN, 1940).
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Os cortes transversais foram realizados com auxilio
do micrétomo manual, clarificados com &gua sanitéria 5%
e corados com uma mistura de azul de astra e safranina
(KRAUS & ARDUIM, 1997). Os cortes paradérmicos foram
realizados manua mente, obtidos da epiderme abaxia e
corados com safranina 1%. Foi utilizada glicerina 50% para
amontagem das |aminas semi permanentes.

O nimero de estdbmatos por mm? foi determinado
naregido medianadafolha, de acordo com Laboriau et al.
(1961). Em cada tratamento, foram utilizados quatro campos
de cinco individuos para a contagem do nimero de
estdmatos e para a mensuragdo de cdulas e tecidos. As
determinacbes de espessura de células e tecidos, assim
como as medi¢Bes do didmetro polar e equatorial dos
estdmatos, foram realizadas utilizando-se uma ocular
micrometrada. As fotomicrografias foram feitas com auxilio
do fotomicroscépio Olympus BX-60.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado e a andlise estatistica realizada
com auxilio do programa Sisvar (FERREIRA, 1999), usando-
se o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condi¢des de cultivo desse trabalho, as folhas
de Tabebuia serratifolia possuem tricomas distribuidos
principa mente ao longo da nervura, sdo hipoestométicas
e apresentam organizacao dorsiventral. A epiderme é
uniestratificada, constituida por células de formato
arredondado nas plantulasin vitro e, hexagonal a medida
que ocorre aaclimatizacdo (Figural A - F).

O parénguima esponjoso das plantas in vitro e
aquelas com 20 e 40 dias de aclimatizac&o, apresentou de
uma a duas camadas de células e espacos intercelulares
menores que as plantas dos demais tratamentos,
observando-se nelas de trés a quatro camadas de células
(FiguralA - C).

No mesofilo, o parénquima palicadico foi
constituido por uma camada, sendo que as células das
plantas in vivo se apresentavam mais alongadas e
justapostas do que nas condic¢fes in vitro. Nas plantulas
in vitro e até os 40 dias de aclimatizacao, as células desse
tecido apresentaram formato cénico, indicando um
processo de diferenciagao e espacos intercelulares maiores.
Aos 60 e 80 dias de aclimatizacéo, as células se
assemelharam aquelas da condicaoin vivo (FiguralD - F).

Organizagdo dorsiventral, folhas hipostométicas,
com paredes anticlinais sinuosas e estbmatos do tipo
anomocitico tém sido observados em vérias espécies de
Tabebuia. Entre as espécies desse género com as mesmas
caracteristicas podem-se destacar a T. aurea (Manso)

Benth & Hook (CABRAL et a., 2004), T. alba (Cham.)
Sandwith. (BARBOSA-FILHO et al., 2004) eT. avellanedae
Lor. ex Griseb e T. chrysotricha (Mart. ex DC.) Standl.
(SOUZA & OLIVEIRA, 2004).

Na nervura central daregido mediana do limbo foliar,
0 sistema vascular € constituido por um feixe vascular
cilindrico. No cértex, o tecido de sustentacdo esta
representado por colénquima do tipo angular, ocorrendo
proximo a epiderme abaxial, naregido da nervura central
(Figural G-L).

Com o desenvolvimento da nervura central, que
aumentou sua espessura a partir da condic¢do in vitro até
acondicdoin vivo (Tabela 1), houve aumento também no
nimero de células de xilema e floema que comp8em o
feixe condutor, assim como no seu tamanho e disposi¢cdo
(Figural G - K).

De acordo com Alves & Angyal ossy-Alfonso (2000)
os fatores ambientais afetam as dimensdes e até mesmo o
arranjo dos elementos vasculares, na tentativa de garantir
um aumento na seguranca do transporte, quando a planta
esta sujeitaaalgum tipo de estresse (BAAS, 1982). El-Bahr
et a. (2003) verificaram que Phoenix dactylifera L. cv.
Zaghlool, obtida por propagacdo in vitro, apresentou o
tecido vascular menos desenvolvido e com menor
diferenciaco que agquelas cultivadasin vivo e aclimatizadas.

Na Tabela 1, observa-se que as maiores espessuras
de todos os tecidos do limbo foliar foram observadas em
plantas estabel ecidas nas condic¢des in vivo, seguida das
plantas com um maior nimero de dias de aclimatizacdo, o
gue concorda com outros estudos sobre aclimatizacdo de
plantas micropropagadas como Fragaria ananassa Duch.
(CALVETE et a., 2002) eQuercus suber L. (ROMANO &
MARTINS-LOUCAO, 2003).

Nenhuma diferenca foi encontrada na espessura
das plantas submetidas as condi¢des in vitro e aquelas
com 20 dias de aclimatizag&o.

Menor diferenciacdo do mesofilo, menor espessura
dos parénquimas palicadico e esponjoso, aém de espacos
intercelulares menores sdo modificagbes frequentemente
observadas em folhas plantasin vitro, quando comparadas
com plantasin vivo. Louro et a. (2003) e Romano & Martins-
Loucao (2003) trabal hando respectivamente com Quercus
suber L. e um hibrido de eucalipto (Eucalyptus grandis W.
Hill ex. Maiden x E. urophylla S.T. Blake), encontraram
resultados semelhantes ao desse trabalho observando que
ocorria aumento na diferenciag@o e na espessura dos tecidos
com a aclimatizagdo. Entretanto, Apdstolo et a. (2005)
encontraram menor espessura desses tecidos, em plantas
deCynara scolymus L. aclimatizadas, em comparagéo com
plantas estabelecidas em condi¢des in vitro.
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In vitro 20 40
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In vivo
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Figural— SecOestransversais do limbo foliar de Tabebuia serratifolia. A - F correspondem ao mesofiloeG - L, a
nervura. A, G - propagacao in vitro; B, H - 20 dias de aclimatizagdo; C, | - 40 dias de aclimatizac8o; D, J- 60 dias de
aclimatizacdo; E, K - 80 dias de aclimatizacéo; F, L - in vivo. A barrade A - F corresponde a50 ym ede G aL a 100 um.

Tabela 1 — Espessura média (um) da nervura principal, dos tecidos e espessura total do limbo foliar de Tabebuia
serratifolia obtidas pela propagacéo in vitro, submetidas aos diferentes periodos de aclimatizacdo e plantas propaga-

dasin vivo.
Epiderme Parénquima  Parénquima Epiderme Espessura
Tratamentos  Nervura Adanial pali(;gdico espogj 050 Aboid o

Invitro 351,39c¢c 16,29 ¢ 24,71 b 56,97 d 14,99 b 112,91 d
20 dias 369,72 ¢ 14,99 ¢ 28,22 b 51,80 d 1391b 108,86 d
40 dias 373,20 c 17,87b 29,39b 4792 c¢c 14,90 b 106,97 d
60 dias 509,94 b 21,47 a 42,80b 56,84 ¢ 18,59 a 139,73 ¢
80 dias 524,79 b 2250 a 69,08 a 65,48 b 19,71a 149,49 b
In vivo 704,61 a 22,41 a 60,35a 82,22 a 18,95a 183,92 a

* M édias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si.

A diferenciacdo de tecidos e a plasticidade na
anatomia foliar € um fator importante no processo de
absorcdo de luz, especiamente na estrutura do mesofilo.
E esperado que quanto mais espesso 0 parénquima
palicadico, maiores sejam também as taxas
fotossintéticas (BOLHAR-VORDENKAMPF &
DRAXLER, 1993), processo esse fundamental ao
crescimento e desenvolvimento vegetal.

Na epiderme da face abaxial, as paredes anticlinais
das células ordindrias se apresentaram bastante sinuosas
e com os estdmatos do tipo anomocitico. Observou-se

ainda que, nas plantulas in vitro, os estdmatos
apresentaram o ostiolo mais aberto que nos demais
tratamentos (Figura2 A - F).

Nas pléntulasin vitro, os estdbmatos apresentaram
o diémetro polar e equatorial maiores que nas plantulas
aclimatizadas e nas produzidasin vivo (Tabela 2). Apesar
da densidade estomética ser considerada um fator de alta
plasticidade em decorréncia da exposi¢éo das plantas a
diferentes ambientes, ndo se observou nesse trabalho
mudangas nesse parémetro (Tabela 2).
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20

60 80 In vivo
Figura 2 — Se¢Bes paradérmicas do limbo foliar de Tabebuia serratifolia. A- propagaco in vitro; B- 20 dias de
aclimatizagdo; C- 40 dias de aclimatizacdo; D- 60 dias de aclimatizacdo; E- 80 dias de aclimatizagéo; F- in vivo. A barra
corresponde a 50 pm.

Tabela2 — Médias do nimero de estdbmatos/mm?, didmetro polar e equatorial dos estdmatos na face abaxia de plantas
de Tabebuia serratifolia, obtidas pela propagagéo in vitro, submetidas aos diferentes periodos de aclimatizagéo e
plantas propagadas in vivo.

Tratamento szn?%d © Dlam(eJ;:)polar Diémetro equatorial (um)
Invitro 116,18 a 3321a 24,89 a
20 dias 113,96 a 28,71c 22,05b
40 dias 111,74 a 30,02b 21,33b
60 dias 117,66 a 30,11b 22,46 b
80 dias 116,18 a 29,48 c 21,38b
Invivo 137,68 a 30,83 b 2156b

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si.
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O grau de abertura dos ostiol os dos estdmatos pode
ser um indicador do seu grau de funcionalidade quanto a
resisténcia estomética do ambientein vitro. Umavez que a
condi¢do in vitro apresenta baixas trocas gasosas e ndo
requer atas taxas de transpiracdo das plantas, espera-se
uma alta abertura dos ostiolos em plantas submetidas a essa
condi¢do, o que pode ser comprovado nesse traba ho para
T. serratifolia (Figura 1A), assim como para outras espécies,
como Phoenix dactylifera (EL-BAHR et d., 2003).

CONCLUSAO

Todos os tecidos do mesofilo e a nervura central
de plantas de ipé-amarelo estabelecidasin vitro, in vivo e
durante a aclimatizagdo mostram alteragdes adaptativas
ao ambiente. Aos 60 dias de aclimatizaco, as novas folhas
produzidas possuem alguns aspectos anatbmicos que
podem conferir maior eficiéncia fotossintética e maior
capacidade de regulagéo hidrica das plantas.
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