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Resumo

Abstract

A micropropagacio tem solucionado diversos problemas de propagacdo de diferentes espécies, porém, as
condigdes in vitro alteram a morfologia das plantas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a morfologia
das folhas do porta-enxerto de videira ‘VR043-43’ cultivadas in vitro - normais e in vitro - hiperidricas,
aclimatizadas e in vivo. As plantas foram micropropagadas em meio de cultura QL, acrescido ou ndo de 5,0
uM de BAP (6- benzilaminopurina). As plantas aclimatizadas foram mantidas em casa de vegetac¢do, assim
como as plantas in vivo. A andlise anatomica foi realizada em sec¢des transversais do limbo e a superficie
foliar pela microscopia eletronica de varredura. Somente as folhas in vivo apresentam depésito de cera na
face adaxial. As folhas das plantas dos quatro tratamentos sdo hipoestomaticas, com epiderme unisseriada.
As células da epiderme da face adaxial sdo mais altas no eixo anticlinal nas plantas in vivo. Os estdmatos das
folhas in vitro e hiperidricas apresentam maior irregularidade no tamanho. As folhas in vivo apresentam
parénquima pali¢adico uniestratificado, parénquima lacunoso variando de 3-4 camadas com espacos inter-
celulares pequenos e células do mesofilo com contetido denso. As folhas in vitro -normais e in vitro - hiperi-
dricas diferem das folhas in vivo por apresentarem células epidérmicas semelhantes em ambas as faces e o
parénquima lacunoso variando de 2-3 camadas. Nas folhas hiperidricas, o parénquima lacunoso apresenta
espacos intercelulares maiores que as folhas in vitro normais.

Palavras-chave: Micropropagacdo. Aclimatizagdo. Hiperidricidade.

The environment which exists inside the tissue culture chamber results in plantlets with an altered anatomy,
morphology an physiology. The objective of this work was to characterize the morphology of plants of the
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grapevine rootstock ‘VR043-43’ cultivated in vitro - normal and in vitro - hiperhydric, acclimatizated and
greenhouse-grown plants. The plants were micropropagated in QL culture, added or not with 5 uM of BAP
(6-benzylaminopurine). The plants acclimatizated were maintained in greenhouse, as well as the green-
house-grown plants. It was carried out analysis in scanning electron micrograph and anatomic analysis.
Only the leaves of greenhouse-grown plants, present deposit of wax in the adaxial leaf surface. The leaves
of the plants of the four handlings are hypostomatic, with epidermis unisseriada. The cells of the epidermis
of the adaxial surface are higher in the axis anticlinal in the greenhouse-grown plants. The stomatas of the
leaves in vitro and hiperhydric present bigger irregularity in the size. The leaves of greenhouse-grown plants
present one layer of palisade, three layers of spongy parenchyma with small intercellular spaces, cells of the
mesophyll with dense content. The leaves in vitro (normal and hiperhydricity leaves) differ of the leaves
greenhouse-grown plants by present epidermic cells similar in both to the surfaces and two layers of spongy
parenchyma. In the leaves hiperhydric the spongy parenchyma presents bigger intercellular spaces than the

leaves in vitro normal.

Keywords: Micropropagation. Acclimatization. Hyperhydricity.

Introducao

O cultivo in vitro induz a adaptagdes morfologi-
cas, sendo a drastica reducdo no tamanho dos érgaos
a mais evidente. A organizagao histolégica dos teci-
dos é fortemente alterada (BOUQUET; TORREGROSA,
2003). Dami e Huges (1995) demonstraram que as
folhas in vitro de videira contém células do mesofilo
grandes e sdo deficientes em tecido pali¢adico.

O ambiente in vitro apresenta baixa luminosi-
dade, alta umidade relativa, condi¢des assépticas e
alta concentracdo de sacarose no meio de cultura, o
que propicia o crescimento heterotroéfico das plan-
tas (PREECE; SUTTER, 1991), que poderao ter difi-
culdade de sobrevivéncia quando transferidas para
o ambiente ex vitro (ZIV, 1991).

0 estresse hidrico que as plantas sofrem na acli-
matizacdo pode resultar da excessiva transpiragao,
principalmente pelas folhas (PREECE; SUTTER, 1991).
As folhas das plantas in vitro sao geralmente finas,
tenras, fotossinteticamente pouco ativas e com maior
densidade estomatica e, por isso, mal adaptadas as
condicdes ex vitro (PIERIK, 1990; SUTTER, 1988;
WETZSTEIN; SOMMER, 1983).

Além disso, gracas as condi¢des em que as plan-
tas micropropagadas se desenvolvem, estdo sujei-
tas ao complexo fendmeno da hiperidricidade, que
pode dificultar ou inviabilizar a sobrevivéncia das
plantas na aclimatiza¢cdo (PREECE; SUTTER, 1991).

O objetivo deste trabalho foi assinalar algumas
caracteristicas da morfologia foliar do porta-enxerto

de videira ‘VR043-43’ cultivadas in vitro (normais e
hiperidricas), aclimatizadas e in vivo.

Materiais e métodos

A micropropagacdo das plantas foi realizada no
Laboratério de Micropropagacdo de Plantas, do De-
partamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, do Se-
tor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parang, Curitiba, Parana.

As folhas avaliadas foram provenientes dos am-
bientes de cultivo in vitro - normal, in vitro - hiperi-
drica, aclimatizada e in vivo. As plantas in vitro — nor-
mais - foram obtidas a partir de segmentos nodais
do porta-enxerto ‘VR043-43’, com 10 mm de com-
primento, uma gema e uma folha, provenientes do
terceiro subcultivo. Os explantes foram isolados em
meio de cultura QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977),
suplementado com as vitaminas do meio de cultu-
ra MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 100 mg L™ de
mio-inositol, 30 g L™* de sacarose, 6 g L™* de 4gar
(Vetec®) e pH ajustado para 5,8. Os frascos de cul-
tivo continham 10 mL de meio de cultura e foram
tampados com papel aluminio. O meio de cultura
foi esterilizado a temperatura de 121 °C, durante 20
minutos e 1,5 atm.

As folhas com sintomas de hiperidricidade fo-
ram coletadas das plantas provenientes do segundo
subcultivo, a partir de segmentos nodais, em meio
de cultura QL suplementado com 5,0 uM de BAP.
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As plantas ndo hiperidricas foram aclimatizadas
na casa de vegetacdo do Departamento de Fitotec-
nia e Fitossanitarismo (UFPR). As mudas micropro-
pagadas foram transferidas para o ambiente ex vi-
tro apds 30 dias de cultivo in vitro. No momento do
transplante, as raizes das plantas foram lavadas e
transferidas para tubetes de 53 cm? de volume, con-
tendo substrato comercial (Plantmax®). As plantas
foram mantidas em camara de nebuliza¢io intermi-
tente por 10 dias e transferidas para casa de vege-
tacdo com irrigacdo manual. A coleta das folhas foi
realizada apés 90 dias de aclimatizacao.

As folhas in vivo foram coletadas de plantas pro-
venientes da propagacao por mergulhia, mantidas
em vasos na casa de vegetacdo.

Para a andlise anatdmica, folhas maduras foram
coletadas de cada ambiente de cultivo: in vitro -
normal, in vitro - hiperidrica, aclimatizada e in vivo,
a partir do 32 ou 42 nd, contando-se do apice para
a base do caule a partir da gema apical. As obser-
vagdes anatomicas da folha foram feitas na regido
mediana do limbo. A fixacdo das amostras foi feita
em FAA 70 (formaldeido, acido acético, etanol 70%,
1:1:18 v/v) (JOHANSEN, 1940), e posteriormente
conservadas em etanol 70%. Laminas permanentes
foram utilizadas para as andlises. Os materiais desti-
nados a preparacdo de laminas permanentes foram
incluidos em resina plastica (historresina-Leica), se-
gundo a técnica de Feder e O’brien (1968) e as indi-
cac¢des do fabricante. Os blocos foram seccionados
em micrétomo rotativo e os cortes foram obtidos
com 7 um de espessura, corados com fucsina basica
e azul de astra (FEDER; O'BRIEN, 1968). As laminas
foram montadas com resina sintética (Permalte®).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi
realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME)
da Universidade Federal do Parana. As folhas foram
fixadas em FAA 70, desidratadas em série etilica, se-
cas pelo método do ponto critico, montadas sobre su-
portes de aluminio e recobertas com uma camada de
ouro de 30 a 40 nm. As observacgdes e fotografias fo-
ram realizadas em microscépio eletronico de varre-
dura modelo JEOL JSM - 6360 LV, operando a 10 KV.

Resultados

As andlises histolégicas revelaram que as folhas,
das diferentes condi¢des de cultivo, sdo hipoestoma-

ticas (Figuras 2 e 3), com epiderme unisseriada (Fi-
gura 1). As folhas in vivo apresentam células da epi-
derme da face adaxial mais altas no eixo anticlinal
(Figura 1A), parénquima palicadico uniestratificado
e lacunoso com trés camadas com espagos interce-
lulares pequenos, ambos com conteddo denso.

0 mesofilo da folha das plantas cultivadas in
vitro (normal) apresentou-se organizado em parén-
quima pali¢adico e lacunoso, porém, com menor nu-
mero de células quando comparado com o mesofilo
de plantas in vivo e parénquima lacunoso bisseriado
(Figura 1B). Assim como observado com o porta-en-
xerto ‘VR043-43’, as folhas de Leucaena leucocephala
in vitro normais apresentaram mesofilo organizado
(DHAWAN; BHOJWANTI, 1987).

As folhas hiperidricas apresentam mesofilo rico
em espacos intercelulares (Figura 1C). Isso também
foi observado em folhas hiperidricas de diversas
espécies (ZIV, 1991), como em folhas hiperidricas
de maca ‘Gala’ (PASQUALETTO et al., 1988). No en-
tanto, em Prunus avium, diferencas evidentes nao
foram observadas entre o mesofilo das folhas das
plantas in vitro normais e hiperidricas (FRANCK et
al,, 1998). A rapida desidratacdo das plantas cultiva-
das in vitro quando transferidas para casa de vege-
tacdo é correlacionada, dentre outros fatores, com
baixa deposicdo de cera epiticular e alta reducdo do
mesofilo das folhas.

As células do parénquima pali¢cadico das folhas
in vivo e aclimatizadas sdo mais longas comparadas
com as demais, havendo caracteristicas distintas en-
tre ambas, como maior espaco intercelular nas fo-
lhas aclimatizadas (Figuras 1A e 1D). Assim como
em morangueiro, as folhas persistentes foram mais
espessas em razao do maior alongamento das células
do parénquima palicadico, mas ndo houve mudanc¢a
no numero de camadas ou na quantidade de espa-
¢os intercelulares do mesofilo (FABBRI et al., 1986).
Durante a aclimatizacgao, as folhas que iniciaram seu
desenvolvimento como primdrdios foliares in vitro
possuem caracteristicas morfolégicas intermediarias
das folhas in vitro e das folhas in vivo. Somente as
folhas completamente formadas ex vitro sdo seme-
lhantes as folhas in vivo (DONNELLY et al., 1985).

As folhas in vitro (hiperidricas) diferem das fo-
lhas in vitro (normais e in vivo) pelas células do pa-
rénquima lacunoso perderem seu formato caracte-
ristico (Figura 1A, 1B e1C). As folhas de brotagdes
hiperidricas tém cuticula delgada, parede celular das
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células epidérmicas fina e com estdmatos anormais
(Figura 1C).

Segundo Paques e Boxus (1987), em virtude da
“ma formacdo” das folhas das plantas micropropa-
gadas, o controle da transpiragio pela cuticula e esto-
matos se da de forma ineficiente, dificultando a acli-
matizagdo das plantas. Entretanto, o maior problema
para a excessiva transpiracio é, provavelmente, a ma
formacdo do aparelho estomatal, pois normalmente
mais de 90% da agua perdida pela transpiragdo na
planta ocorre por meio dos estdmatos, e o restante é
perdido pela cuticula (RAVEN et al.,, 2001).

Pela microscopia eletrdnica de varredura ob-
serva-se que, comparativamente as plantas desen-
volvidas in vivo, as folhas das plantas in vitro nao
apresentam estrutura cristalina da cera epiticular
na epiderme na face adaxial (Figuras 2A-B e 2C-D).
A auséncia de cera epicuticular resulta na excessi-
va transpiracdo por meio da cuticula e isso, junta-
mente com a transpiracdo estomatal, é uma grande
contribuicdo para a morte da muda pela dessecagdo
ap6s o transplante (GROUT; ASTON, 1977; WARDLE
etal, 1979).

Figura 1 - Secoes transversais do limbo foliar do porta-
enxerto de videira 'VR043-43" A) Planta in
vivo. B) Planta cultivada no ambiente in vitro -
normais. C) Planta cultivada no ambiente in vi-
tro - hiperidricas. D) Planta aclimatizada. Barra:
50 pm. Observar maior espessura do limbo, cé-
lulas do parénquima palicadico mais longas e
maior concentracao de substancias nas plantas
in vivo e aclimatizada

A diferenca na superficie da epiderme de plantas
in vitro e desenvolvidas in vivo também foi observa-
da em diferentes espécies, como couve-flor (GROUT,
1975), cravo e repolho (SUTTER; LANGHANS, 1982),
sendo observada superficie lisa da epiderme das fo-
lhas dessas espécies, assim como observou-se para
o porta-enxerto ‘VR043-43’ (Figura 2). A espessura
da cuticula varia de acordo com as condi¢des am-
bientais (TAIZ; ZEIGER, 2004) e, para Grout e Aston
(1977), a caréncia de cera epicuticular sobre folhas
de plantas in vitro se d4 gracas a alta umidade no
frasco de cultivo. A folha das plantas aclimatizadas
também apresentou diferencas na superficie da epi-
derme, comparando-se com a folha das plantas in
vivo (Figura 2G-H).

Figura 2 - Vista geral da epiderme e da face adaxial da
folha do porta-enxerto de videira 'VR043-43.Ae
B) Planta in vivo, observar a presenca de cera.
C e D) Planta cultivada ao ambiente in vitro -
normais. E e F) Planta cultivada ao ambiente
in vitro — hiperidricas, observar a presenca de
estrias epicuticulares. G e H) Planta aclimati-
zada. Barras A, C,E e G: 20 ym. Barras B,D,F e
H: 10 pm.
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Em muitos estudos, houve uma correlagdo posi-
tiva entre a quantidade de cera e a sobrevivéncia das
plantas micropropagadas quando removidas para o
ambiente ex vitro. Contudo, somente esse fator nio
foi um bom prognéstico da sobrevivéncia das plan-
tas durante a aclimatiza¢do (SUTTER, 1985).

Os estdmatos das folhas nas diferentes condi-
¢Oes apresentam contorno eliptico caracteristico
de dicotileddneas (Figura 3A-H). No entanto, os es-
tomatos das folhas hiperidricas apresentaram for-
mato arredondado (Figura 3E-F). Isso pode se dar
gragas ao excesso de agua absorvida, pois as células
de plantas hiperidricas sio deficientes em celulose

Figura 3 - Vista geral da epiderme e da face abaxial da
folha do porta-enxerto de videira 'VR043-43"
A e B) Planta in vivo. C e D) Planta cultivada
no ambiente in vitro - normais. E e F) Planta
cultivada ao ambiente in vitro - hiperidricas.
Observar estdmatos proeminentes e mais de-
senvolvidos. G e H) Planta aclimatizada. Barras
A,C,E e G:20 ym.Barras B,D,F e H: 5 ym.

e lignina, o que reduz a pressao da parede celular e,
consequentemente, absorve mais adgua (ZIV, 1991).
Os estomatos de folhas hiperidricas sdo grandes e
proeminentes, localizam-se acima das células da
epiderme (Figura 3E-F). Essas caracteristicas tam-
bém foram observadas em cravo (ZIV, 1991) e aba-
cate cv. RR-86 (VINA et al., 2001).

Nas folhas in vitro (normais e hiperidricas), os
estdmatos apresentam-se completamente abertos
(Figura 3C-D e Figura 3E-F). Segundo Ziv (1991), as
células-guarda dos estomatos das folhas hiperidri-
cas nao sao funcionais, por isso mantém-se sempre
abertas.

Conclusoes

- O ambiente in vitro modificou a morfoanato-
mia foliar do porta-enxerto de videira ‘VR043-
43’, podendo ser revertida com a aclimatiza-
¢do das plantas.

- Ahiperidricidade presente nas plantas cultiva-
das in vitro, afeta a morfoanatomia das folhas.

- As mudancas estruturais foliares observadas
nas plantas do porta-enxerto de videira ‘VR043-
43’ cultivadas no ambiente in vitro podem afe-
tar a transferéncia das plantas para o ambien-
te ex vitro.
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