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Anatomia foliar de Rollinia mucosa Jacq. Baill. (Annonaceae) sob condigdes de
cultive in vivo e in vitro
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RESUMO: Foi realizado o estudo anatdmico comparalivo entre as folhas de um exemplar arboreo, de
plantas germinadas em sementeira @ de plantas cultivadas in vitro de Rollinia mucosa Jacq. Baill.
(Annonaceae). Caracteres anatdomicos distintivos e de valor diagnéstico foram regisirados nas trés siluagdes
estudadas. As respostas moriogénicas e anatdbmicas encontradas no matenal cultivado in vitro apontam

para o sucesso deste tipo de propagacgao.

Palavras-Chave: Aollinia mucosa, Annonaceae, anatomia foliar, cultura in wvitro, planta medicinal

ABSTRACT: Leaf anatomy of Rollinia mucosa Jacq. Baill. (Annonaceae) under in vivo and in vitro
conditions. Anatomical comparisons were made between leaves of a tree, of nursery-grown seedlings,
and plantlets of Rollinia mucosa. Distinclive anatomical traits and of diagnostic values were found in
these three situations studied. The morphogenic and anatomical responses found in the in vitro culture
revealed characteristics that contribute to the success of this type of propagation.
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INTRODUGAO

Rallinia mucosa, espécie de ampla distri-
buig¢ao nos neotrépicos, ocorre freqUente-mente em
estado de cultivo em altitudes de até 1500 metros
(Maas & Westra, 1992). Com provavel origem nas
Antilhas (Porto, 1936; Cavalcante, 1972),
atualmente estende-se do Caribe ao extremo sul
da Amazénia (Clement, 1992) e demais estados
da regiao Norte, onde é conhecida como biriba
(Corréa, 1984; Amorozo & Gelly, 1988). Sua
presenga no Estado do Rio de Janeiro deve-se ao
cultivo de mudas trazidas de lquitos, Peru, parao
Horto do Jardim Botanico do Rio de Janeiro em
1928 (Porto, 1936). Das Annonaceae introduzidas
no Rio Grande do Sul, A. mucosa esta representada
em cinco municipios do Estado (Zachia, 1994).

A espécie é utilizada como fonte de dleo
comestivel, na confecgdo de canoas, no setor da
construgao civil, além do aproveitamento da liber
na labricagdo de estopa. Os frutos, com polpa
branca e adocicada tém importancia econdmica,
sendo comercializados principaimente na regido
amazonica (Prance & Silva, 1975; Ngiefu ef al.,
1976; Corréa, 1984). Como planta medicinal, A.
mucosa tem sido alvo de pesquisas fitoquimicas e
farmacologicas, uma vez que varios de seus
metabolitos secundarios vém apresentando agdo
medicamentosa relevante. A presenga de lignanas
lurolurdnicas com atividade anti-PAF (fator ativador
de plagquetas) foi registrada em folhas, caule, frutos
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imaturos, sementes e em diferentes 6rgaos de
plantulas e plantas propagadas in vitro (Paulo et
al., 1991, Paulo, 1992; Figueiredo et al,, 1999). 0
PAF & uma substéncia naturaimente produzida pelo
organismo, sendo um potente mediador de
anafilaxias e inflamacdes, estando também
envolvido em rejeigao a enxertos, doengas renais,
trombose, ovoimplantagao, respostas imunolégicas,
citotoxidade linfécita e certas desordens do sistema
nervoso central (Hosford ef al, 1988). Acetogeninas
com atividade antinecplasica, estao presentes em
folhas, frutos e sementes da espécie (Pettit efal,,
1988, Chen et al,, 1996; Gu et al., 1997; Chavez et
al., 1998, 1999).

Com relagao a propagagao das anonaceas,
George & Nissen (1987) ndo indicam a reprodu¢éo
por sementes pelo fato das plantulas serem
geneticamente diversas, além de apresentarem um
longo periodo juvenil. Recomendam a propagagao
clonal a fim de eliminar a variabilidade responsavel
pela redugao da produgdo e qualidade do fruto.
Nesse sentido, trabalhos em cultura de tecidos
vegetais com diferentes espécies da familia
Annonaceae 1ém sido realizados (Nair ef al., 1983,
1984a, 1984b, 1986; Jordan, 1988; Jordan et al.,
1990a,1990b; Bejoy & Hariharam, 1992; Encina af
al, 1994; Lemos and Biake 1996a; 1996b;
Figueiredo el al. 2000). As técnicas de propagagao
in vitrotavorecem a expressao de potenciais morfo-
genéticos a fim de atender a atual demanda no setor
produtivo.
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Embora diferengas anatdmicas sejam, algumas
vezes, constatadas em plantas provenientes de
cultivo in vitro, o prévio conhecimento de sua
anatomia foliar torna-se adequado, no intuito de
minimizar os problemas relativos a transferéncia e
aclimatizagao das plantas, permitindo tanto o
sucesso da micropropagagao, quanto a avaliagao
da interferéncia dessas condigdes na produgao de
metabdlitos especiais de interesse.

Dessa forma, o presente trabalho tem como
objetivo o estudo da anatomia foliar de Rollinia
mucosa, a partir de um exemplar arbéreo, de plantas
cultivadas em sementeira e de plantas propagadas
sob condigdes in vitro.

MATERIAL E METODO

Q material botanico utilizado nesse estudo
loi obtido de exemplar arbéreo localizado no Horto
dos Departamentos de Botanica e Farmacognosia
da UFRJ, de plantas cultivadas em sementeira e
plantas cultivadas in vitro (Albarello et al., 1996;
Figueiredo et al., 2001). Para a analise anatémica
utilizaram-se folhas provenientes do 4% né,
localizadas em posigao intermedidria da copa,
conservadas sob refrigeragac ou nos seguintes
fixadores: alcool etilico a 70°GL (Jensen, 1962},
FAA 50°GL e FAA 70°GL (Johansen, 1940).
Fragmentos da lamina foliar e do peciolo foram
processados em microtomo ou desidratados em
séne etilica, infiltrados e incluidos em parafina
(Johansen, 1940; Sass, 1958). Cortes seriados
foram executados em micrétomo automatico,
modelo Spencer, variando a espessura entre 10 e
15um. Apos a desparafinizagio e hidratago, foram
submetidos a coloragao. Secgdes com 50 a B0pUm
e 20 a 30pum foram obtidas, respectivamente, em
microtomo manual do tipo Ranvier @ em
micrétomo de congelagdo. As secgdes foram
coradas pela mistura azul de astra e safranina
(Bukatsh, 1972) modificada pelo uso concomitante
dos dois corantes, ou por azul de Toluidina (Dop
& Gautié, 1928),

A epiderme foi analisada, em vista frontal,
atraveés de cortes paradérmicos ou por dissociagio
utilizando-se a técnica de Schultze (Costa, 1982).
Procedeu-se & contagem dos estbmatos na
superficie abaxial, ao nivel do tergo médio da lamina
foliar, para a determinagao do numero de
estérmatos/mm?, calculando-se a média aritmética
de 25 campos com area de 0.045mm?. Na
classilicagdo dos estdmalos seguiu-se a
terminologia referida por Van Cotthem (1970).

Os resultados foram documentados através
de desenhos e diagramas morfoldgicos e
anatémicos, executados com o auxilio de cAmara
clara adaptada ao estersomicroscopio binocular
Zeiss e ao microscopio 6tico Leilz. Os esquemas

anatdémicos seguem as convengoes de Melcalle &
Chalk (1950). As fotomicrografias e respectivas
mensuragdes foram obtidas com auxilio do
microscopio Orthoplan de Leitz, com ocular
micrométrica e equipamento fotografico Orthomat.

Sao ulilizadas nas figuras as seguintes
abreviaturas: TM = tergo médio; ST = secgdo
transversal; VF = vista frontal; AD = face adaxial,
AB=; face abaxial.

RESULTADO

Peciolo
Arvore

Secgbes transversais ao nivel do tergo médio
exibem contormno concavo-convexo, comespondendo
o lado cdncavo a face adaxial (Figura 1.e). A
epiderme é uniestratificada constituida por células
de sec¢ao poligonal na face ventral e eliptica na
dorsal. As paredes periclinais externas sao
arqueadas ou discretamenie retas, revestidas por
eslratos cuticulares lamelados, ligeiramente
ondulados e anisolropicos podendo formar discretas
flanges. Um maior espessamento nesses estratos
e nolado na lace adaxial da estrutura. Tricomas
tectores unisseriados e pluricelulares, implantados
ao nivel das demais celulas epidérmicas,
predominam na canaleta ventral apresentando,
Ireqlentes vezes, de duas a quatro células. Os
elementos do sisterna de revestimento, em ambas
as faces, evidenciam em vista frontal um contormo
poligonal apresentando de quatro a seis lados.
Dispbem-se paralelamente em relagdo ao maior
eixo do érgdo, sendo os tricomas encontrados na
mesma orientagdo. A organizagao e allerada em
tomo da base dos tricomas, onde se observa uma
lendéncia a disposicao radial. Na regido central
correspondente a canaleta ventral, as células nao
se encontram na disposigao anteriormente
descrita, distribuindo-se desordenadamente. As
células epidérmicas revelam paredes retas ou
ligeiramente arqueadas, espessadas, ressaltando
a ocorréncia de campos de pontoagdes. Os
estdmatos séo raros e situam-se fora do sulco
veniral. Exibem células oclusivas grandes,
circundadas por um numero variavel de elementos
celulares, que permilem classifica-los como
paraciticos ou anomociticos. O restante da
estrutura é constituido por um parénquima, que
nas regides adjacentes & epiderme, assume
caracleristicas de colénguima com espessamento
variando de angular a anelar. O parénguima &
integrado por células de dimensdes variadas e
contorno circular. O sistema vascular, ao nivel do
terco médio, é constituido por trés conjuntos, com
numero vanado de feixes voltados para a face dorsal
e porgoes laterais do peciolo (Figura 1.e). O conjunto
voltado para a face abaxial é constituido por seis a
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oito feixes do tipo colateral, separados por
elementos parenquimaticos, enquanto os conjuntos
laterais 18m em média de nove até quatorze feixes.
Na porgdo proximal, no ponto de insergéo do peciolo
no ramo, as secgbes 1&m forma de ferradura (Figura
1.a), apresentando feixes diversamente orientados
@ abundancia de esclereides. Em regido mais
superior, nota-se 6 aumento do tamanho da secgéo
e consegiente aproximacgao e unidao dos bordos
(Figura 1.b), conferindo ac peciolo, uma secgao
eliptica dotada de uma depressao ventral e uma
regido ceniral oca. Na regido imediatamente acima,
corraspondente a base do peciolo individualizado,
verifica-se o achatamento da face ventral e o
progressivo preenchimento da regido central da
secgdo (Figura 1.c). Neste nivel, apés o
desaparecimento do orificio, as secgdes mostram-
se plano-convexas, estando os feixes vasculares
em nimero de vinte e trés, dispostos em forma
de “V" (Figura 1.d). Alguns destes feixes mostram-
se acompanhados por células em processo de
lignificagao, verificando-se, também, a redugdo
do numero de esclereides. A medida em que se
atinge a porgao distal do peciolo, duas proje¢des
laterais lornam-se evidentes, indicando a
expansao da lamina foliar (Figura 1.1), exibindo
uma goteira ventral pronunciada, decorrente do
aprofundamento da canaleta. Nesta regido, os trés
conjuntos de feixes mosiram-se guarnecidos
dorsaimente por bainhas de fibras (Figura 2) sendo
reduzido o aparecimento de esclereides. O
parénquima na por¢ao central da secgéo, pode
exibir certo grau de dilaceragéo.

Plantas cultivadas em sementeira

O peciolo apresenta formato cdncavo-
convexo, em secgdes transversais ao nivel do tergo
médio (Figura 3). A epiderme é simples, com células
de paredes periclinais externas arqueadas, pouco
espessadas, revestidas por uma fina cuticula
estriada. Sao observados Iricomas pluricelulares,
unisseriados, constituidos por até quatro células.

Interiormente, um par&nquima com aspecto
colenguimatoso na regido subepidérmica, apre-
senta elementos celulares de secgao amedondada,
delimitando pequenos meatos. O sistema vascular,
na porgao mediana, e constituido por trés grupos
de feixes posicionados em meio ao tecido
fundamental. O maior, com trés a cinco feixes,
acha-se relacionado a face dorsal, enquanto os
outros dois, com dois a quatro feixes, acham-se
voltados para as porgoes laterais da estrutura. Dois
pequencs feixes reduzidos quase que totalmente
a porgao floemadtica, estdo relacionados as
projecdes da face ventral. A regido proximal tem
caracteristicas semelhantes as anleriormente
descritas, dilerindo basicamente pela menor
concavidade na lace adaxial. Os dois grupos de
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feixes acham-se vollados para a face dorsal, tendo
menor nimero de elementos em cada conjunto.
Na porgéo distal, a secgdo exibe duas pequenas
projecdes laterais. Os tecidos vasculares dispdem-
se em arco mals aberto, estando o floema sempre
relacionado & face dorsal. Em todo o peciolo
encontram-se estratos cambiais.

Plantas propagacéo /n vitro

Em cortes transversais & porgdo mediana do
peciolo, observam-se secgoes de lormalo concavo-
convexo (Figura 4). A epiderme & simples,
apresentando células com paredes periclinais retas
ou arqueadas, notadamente na face abaxial,
revestidas por uma cuticula delgada. Tricomas
tectores unisseriados e pluricelulares sdo
encontrados ao nivel dos demais elemenlos
epidémicos.

Vistos frontalmente, os elementos do sistema
de revestimento apresentam formalo tabular,
acompanhando a orientagdo do maior eixo do 6rgéo.
Os estdbmatos sdo escassos, pertencendo aos
tipos anomocitico e paracitico.

Internamente a epiderme, o tecido lunda-
mental € integrado por celulas de formato e
dimensdes mais ou menos constantes e paredes
levemente espessadas. O tecido vascular, em
posigao mediana e distal, se dispe em arco aberto,
sendo constituido por quatro grupos de feixes do
tipo colateral, com ndmero variavel de elementos.
Na regido proximal, os conjuntos de feixes acham-
se reduzidos ao numero de trés, enquanto na distal,
ha pouca variagdo na organizagao dos feixes,
havendo aumentc no nimero de elementos.

Lamina Foliar
Exemplar arbéreo

A lamina foliar exibe organizaglo dorsiventral,
hipoestomatica, com tricomas em ambas as faces.
Em secgdes transversais, na regido do tergo medio,
a epiderme mosltra-se uniestratificada, com
elementos celulares de maiores dimensdes, em
geral, na face adaxial (Figura 5). Apresentam
paredes levemente espessadas, depositando-se
sobre as periclinais externas, uma cuticula estriada
que exibe maior espessamenta na lace adaxial.
Os estdbmatos mostram células estomaticas de
paredes forternente espessadas, situadas ao
mesmo nivel dos demais elementos.
Ocasionalmente, os esiomatos podem se
posicionar ligeiramente acima do estrato
epidérmico. Os ftricomas sao simples,
pluricelulares, unisseriados, com numero variavel
de duas a quatro células e acham-se implantados
ao nivel das células epidérmicas. Em vista frontal,
as celulas epidérmicas pela face adaxial, exibem
contorno poligonal, paredes retas ou levemente
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curvas (Figura Ba). Na face abaxial as celulas
mostram paredes retas, curvas ou com certo grau
de sinuosidade (Figura 8b). Nesta face, os tricomas
enconiram-se em maior abundéancia,
preferencialmente implantados sobre as nervuras.
Por vezes, as células apicais do tricoma
apreseniam-se recurvadas. Estrias epicuticulares
sdo observadas nas células anexas e nas células
que recobrem as nervuras. Os estdmatos,
distribuidos aleatoriamente, sao do tipo paracitico
(Figura Bb) e encontram-se em densidade
equivalente a 195/mm?. Um discrelo
espessamento parietal na regiao polar das células
estomaticas pode ser observado. Raras vezes,
detectam-se discretas proeminéncias nas
extremidades das celulas estomaticas, que se
projetam para o interior das celulas adjacentes,
produzindo invaginagdes na parede.
Ocasionalmente verifica-se a comunicagéo entre
as celulas estomaticas e anexas, estas mostrando
maior sinuosidade na regido da comunicagao.
Estdmatos maiores sdo encontrados entre as
células que recobrem as nervuras, apresentando,
eventualmente, padrao anomocitico.

O mesofilo constitui-se de parénquima paliga-
dico uniestratificado que comunica-se com um
eslralo coletor e de trés a cinco camadas de
parénquima lacunoso (Figura 5). A camada é
constituida de células alongadas justapostas e 0
estrato coletor mostra-se pouco diferenciado,
apresentando elementos curtos com secgdes
varidveis, organizando-se, em certas regides, como
um segundo estrato paligadico. O parénquima
lacunoso, consta de células de secgdo varidvel e
paredes delgadas, delimitando espagos
intercelulares de dimensoes também variaveis.
Os elementos adjacentes a epiderme abaxial,
exibem secgdo e disposigac mais regulares,
originando na regido dos estdmalos, pequenas
camaras. As nervuras de médio porte séo do tipo
transcurrente apresentando feixes condutores
guarnecidos por fibras dispostas em casquete,
formando bainhas esclerenquimaticas, cuja
extensao se projeta até a epiderme. As nervuras
de pequeno porte localizam-se nos limites entre
o paligadico e o lacunoso ou lotalmente imersas
no parénquima lacunoso. Esses feixes podem
exibir fibras associadas aos dois tecidos
vasculares, associadas somente ao floema, ou nao
exibirem tecido mecanico.

Secgdes transversais da nervura principal, na
regido do tergo médio, evidenciam um leve
arqueamento na face adaxial, contrastando com a
acentuada convexidade da face abaxial (Figura 9b).
O tecido de revestimento exibe caracteristicas
semelhantes as descntas para o restante da folha,
pedendo perceber-se, no entanto, maior
espessamento cuticular e redugdo do tamanho da
seccgao das celulas epidérmicas que revestem a

face abaxial (Figura 10). O parénguima clorofiliano
na regido adaxial, apresenta-se modificado,
verificando-se que os elementos palicadicos perdem
gradativamente o formato e a orientagao,
constatando-se abaixo da epiderme, de um a trés
estratos de células de secgao retangular com
paredes espessadas. Em relagao ao parénquima
lacuncso, o mesmo transiciona para um
parénquima fundamental, que guarnece
lateralmente e dorsalmente o sistema vascular. Na
porgdo dorsal da nervura esse tecido mostra
caracteristicas colenguimaticas nos estratos
adjacentes a epiderme, variando o seu nimero, de
um a quatro. Entre a bainha colenquimatica e os
demais elementos do parénquima fundamental,
visualizam-se de dois a trés estralos com paredes
colapsadas (Figura 10). O sistema vascular se
dispde em anel interrompido, constituido por vinte
leixes em média, do tipo colateral, guarnecidos por
casquetes de fibras mais ou menos desenvolvidos,
que chegam a se anastomosar formando uma
bainha quase continua (Figura 9b). A porgao
proximal se distingue pela maior dimensao da
sec¢do destacando-se do mesofilo e pela
abundancia de elementos do sistema vascular
(Figura 9a). A regido central da secgao apresenta
células parenquimaticas com paredes dilaceradas,
entre as quais podem figurar esclereides (Figura
9a). Ao nivel distal (Figura 9¢), é notavel a redugao
do nimero de estratos parenquimaticos, chegando
a apenas um, na regiao externa a zona de células
colapsadas. Verifica-se uma acentuada
esclerificagao dos tecidos no centro da secgao,
que apresenta-se integra. O bordo apresenta-se
ligeiramente fletido em diregao a face abaxial. As
células epidérmicas nesta regido, apresentam
menor secgdo, assemelhando-se a epiderme que
reveste a nervura principal. Os estratos
subepidérmicos assumem caracteristicas de

colénquima.
Plantas cultivadas em sementeira

Secgdes transversais da lamina foliar, na re-
giao do tergo medio (Figura 6), revelam organizagao
dorsiveniral, hipoestomatica, com tricomas em
ambas as faces. A epiderme & simples, com células
de secgdo retangular a eliptica e paredes finas. Uma
cuticula lisa e delgada esta depositada sobre as
paredes periclinais externas. Comparativamenie, a
parede periclinal externa das celulas que revestem
a face adaxial apresenta maior espessamento.
Tricomas tectores simples, pluricelulares e
unisseriados, com até quatro celulas, acham-se
implantados ao nivel dos demais elementos
epidérmicos. Os estématos encontram-se ao
mesmo nivel ou discretamente projetados, com
células estomaticas pequenas e paredes fortemente
espessadas. Em vista frontal, as células
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epidérmicas apresentam contorno varidvel em
consequéncia da sinuosidade das paredes
celulares em ambas as faces (Figuras Bb e Bc),
observando-se em torno da base dos pélos uma
disposigao radiada. Os estdmatos, observados
apenas na face abaxial, sdo do lipo paracitico,
distribliidos aleatoriamente, com densidade média
de 102/mm?. Em relagao ao complexo estomatico,
& possivel observar-se, com frequéncia, projecbes
de conleudo das células estométicas que se ligam
as paredes opostas das células anexas,
produzindo uma constrigdo ao nivel mediano
destas células (Figura 8d). As células estomaticas
possuem espessamento parietal nas regides
polares, podendo também verificar-se a presenga
de peguenas projecbes, correspondentes a
avaginagdes na parede das células anexas.

O mesofilo & formado por parénquima palica-
dico uniesiratificado, cujos elementos exibem
seocao triangular, assemelhando-se a um estrato
coletor (Figura 6). O parénguima lacunoso dispbe-
s& em trés a quatro estratos em média, com células
variadamente lobadas guarnecendo espagos
intercelulares amplos, sobretudo na regido
subestomatica. As nervuras de médio e menor
porte estdo imersas no parénquima lacunoso. As
de médio porie, apresentam feixes colaterais
circundados por libras esclerenguimaticas que se
comunicam com as células do parénguima
paligadico pela face adaxial € com as células
subepidérmicas, pela face abaxial. Ao nivel da
nervura principal, pela face abaxial, as células
epidérmicas transicionam de um formato mais
alongado no senlido periclinal, para secgdes com
menor lumen e paredes mais espessadas. O
tecido fundamental mostra-se homogéneo, com
nimero reduzido de feixes vasculares. Fibras
penvasculares sdc encontradas e, externamente
4 regiao perivascular, podem ser assinaladas
algumas células iniciando um processo de
colabamento das paredes (Figura 11). Na regido
proximal, a nervura destaca-se do mesofilo,
apresentande maior nimero de camadas de
parénquima na face abaxial, maior
desenvolvimento do tecido vascular @ maior grau
de lignificagéo das fibras perivasculares. A regiao
distal distingue-se por um discreto espessamento
subepidérmico observado na face abaxial, além da
reducdo do tecido vascular e auséncia de fibras
perivasculares.

Na regiao correspondente ao bordo, percebe-
se uma discreta curvatura da lamina em dire¢ao &
face abaxial, apresentando células epidérmicas com
maior espessamento das paredes. Os elementos
do parénquima paligadico assumem gradativamente
uma secgao circular, constituindo com um a trés
estratos de parénquima lacunoso, a porgao distal
do bordo.
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Plantas propagadas in vitro

A partir de cortes lransversais ao nivel media-
no detecta-se a lAmina foliar com estrutura dorsi-
vantral e hipoestomatica (Figura 7). Os elementos
epidérmicos possuem paredes arqueadas ou
levernanie retas, sobre as quais deposita-se uma
fina cuticula. Tricomas tectores sao encontrados
em ambas as faces da |lamina, sendo mais
abundantes na face abaxial e sobre as nervuras,
apresentando as mesmas caracteristicas
encontradas no peciolo. Os eslématos mostram-
se ao nivel ou discretamente projetados em relagao
as células epidérmicas (Figura 7). Em vista frontal,
as células epidérmicas exibem formato poligonal,
apresentando na face adaxial paredes retas com
cinco ou seis lados, em geral (Figura 8e). Os
estdmatos estdo distribuidos por loda a face
abaxial, numa densidade aproximada de 220/mm?
(Figura 8f). Nessa condigdo de cultivo, verifica-se
que apresentam dimensoes muilo vanaveis, produto
de sua fase de diferenciagao, permitindo distinguir
também estdmatos pertencentes ao tipo
paracltico, & corn menor frequéncia ao lipo
anomocitico. Em geral, as células estomaticas
mostram-se turgidas, conlerindo ao estémato um
contorno mais circular, observando-se naqueles
ja diferenciados, a ocorréncia de um discreto
espessamento parietal na regido polardas células
estomadticas. A conexao enlre a célula estomalica
e a célula anexa pode ser verificada (Figura 8f).
Ao nivel do tergo meédio, o mesofilo é formado
por um parénquima paligadico organizado em um
s0 estrato, constituido por células largas, por
vezes com secgdo lendendo para o formato
lriangular, exibindo em geral, extremos
arredondados (Figura 7). Estas células deixam
entre si, pequencs espagos intercelulares, mais
frequentes na regido correspondente a metade
interna da altura celular. O parénquima lacunoso
constitui-se de trés ou quatro estratos, com células
de secgdo arredondada ou poligonal, que
delerminam espagos intercelulares de dimensdes
varidveis. As nervuras de menocr porle, reduzidas
aos elementos traqueais, encontram-se nos mites
entre os par@nquimas palicadico e lacunoso, sendo
envolvidas por células parenquimaticas. As nervuras
de médio porte, caraclerizam-se por apresentar 0s
elementos condutores envolvidos por uma bainha
parenquimatica, guamecida nas duas extremidades
por conjuntos de fibras, que no caso das nervuras
de maior porte, chegam a produzir o arqueamento
da [Amina na face abaxial @ a reduzir a altura dos
elementos do parénguima paligadico. Nessas
nervuras, a bainha parenquimatica pode se mostrar
lignificada. Ao nivel da nervura principal (Figura
12), as células epidérmicas mostram dimensdeas
reduzidas e paredes mais espessadas na face
abaxial, verificando-se o arqueamento das paredes
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periclinais extemas, as quais assumem um aspecto
festonado. A cuticula é discretamente mais
espessada que no restante da lamina, exibindo
estriagbes que insinuam-se entre as paredes
anticlinais. O parénquima paligadico da lamina
foliar, mantém-se na regido da nervura, anquanto
0s demais tecidos que envolvem o sistema vascular,
mosiram caracleristicas de tecido fundamental. Os
elementos celulares adjacentes a epiderme abaxial,
apresentam maior espessamento parietal,
chegando a constituir de um a dois estratos
mecanicos. Entre as células parenquimaéticas que
guarnecem o lecido vascular e os elementos
adjacentes a epiderme abaxial, observa-se a
ocorréncia de estratos colapsados. O sistema
vascular ¢ composio por cinco a seis feixes, em
media, envolvidos lateralmente e ventralmente por
um estrato interrompido de fibras. Na regido
proximal (Figura 13), a nervura mediana difere da
regiao do tergo medio, pelas seguintes
caracteristicas: arqueamento mais pronunciado na
face ventral; interrupgéo do parénquima paligadico,
que assume as caracteristicas de um parénguima
fundamental; ocorréncia na face abaxial de lacunas
posicionadas na porgac mediana do parénguima
fundamental; disposigcdo em forma de arco aberto
do sisterna vascular, constituido por até dez feixes
e fibras perivasculares em diferenciagdo e a
auséncia da regido de células colapsadas. Na
regido distal, verifica-se a redugdo do sistema
vascular, ndo disposto mais em arco, e a
integridade do parénquima fundamental na face
abaxial. Na porgao correspondente ao bordo, a
lamina foliar mostra-se levemente recurvada em
diregdo a face abaxial, apresentando células
epidérmicas com limen reduzido e leve
espessamento nas paredes periclinais externas.
Os elementos do parénquima paligadico assumem
gradativamente secgao circular, constituindo de
um a dois estratos de parénquima lacunoso, a
porgéao distal do bordo.

DISCUSSAO

O estudo da anatomia foliar de R. mucosa
revela diterengas quanto ao grau de sinuosidade
das paredes das células epidérmicas em fungao
da origem do material. No exemplar arboreo, a
sinuosidade das paredes anticlinais pode ser
observada somente na face abaxial, enquanto que
nas plantas cullivadas em sementeira esia
caracteristica mostrou-se acentuada e presente em
ambas as epidermes. Durante o desenvolvimento
da folha, as células epidérmicas continuam a
expandir-se mesmo apos os elementos celulares
do mesofilo terem alcangado o seu tamanha final.
As tensdes sofridas em resposta a varnagoes da
pressao exercida no mesofilo, promoveriam a
distorgao das paredes anticlinais das células

epidérmicas formando sinuosidades, as quais
exercem importante fungao mecanica, prevenindo
o colapso parietal no caso de escassez de agua
(Cutter, 1977; Esau, 1985). No caso das plantas
de R. mucosa cultivadas em sementeira, tal
caracleristica evitaria danos ao material jovem,
mais suscetivel a dessecagao. Nas plantas
cultivadas in vitro, a sinuosidade nao foi observada.
Considerando que a sinuosidade pode fambém ser
decorrente das condigbes de luminosidade e
umidade (Watson, 1942; Esau, 1985) e como, no
ambiente de cultura in vitro, as taxas de umidade
relativa sao elevadas, este pode ser um dos fatores
responsaveis pela formagao de paredes sem
sinuosidades. Se a sinuosidade das paredes pode
prevenir o colapso parietal, a auséncia deste carater
tornaria as plantas cultivadas in vitro menos
tolerantes a uma situagdo de estresse hidrico,
comprometendo o estabelecimento ex vitro (Cassels
& Walsh, 1994).

As folhas de plantas de A. mucosa cultivadas
in vitro apresentaram densidade estomatica maior
do que as folhas de outras origens. A alta
densidade estomatica de plantas cultivadas in vitro
sena uma caracteristica anatdmica correlacionada
a maior suscetibilidade a dessecagao (Wetzstein
& Sommer, 1382), a qual pode ser revertida durante
a elapa de aclimatizagao. Estomatos levemente
projetados e abertos, com diferentes tamanhos e
formatos, também foram observados por Donnely
& Vidaver (1984) em culturas de Rubus idaeus.
Também estdmatos abertos, circulares, nao
uniformemente distnbuidos e mais numeroses, sao
descritos para plantas de Rosa cultivadas sob
condigbes in vitro (Johansson ef al, 1992). Segundo
0s autores, o fato dos estdbmatos permanecerem
abertos em plantas cultivadas in vitro, esta
relacionado ao alto grau de umidade registrado no
interior dos frascos de cullura, compartamento gue
também pode ser revertido durante as fases de
aclimatizagdo.

Por mostrarem-se razoavelmente constantes,
os caracteres epidérmicos tém significado
taxondmico nas Annonaceae (Olowokudejo, 1990},
Em R. muceosa verificou-se que as células anexas
nao atingem as extremidades das células
eslomalicas, as quais podem apresentar projecies
em diregao as células epidérmicas adjacentes,
confirmando a descrigao feita por Patel (1971) e
Kook-Noarman (1992) para a familia Annonaceae.
Comunicagdes foram encontradas entre a célula
eslomatica e a anexa em todas as situagdes
estudadas, que, segundo Esau (1977), podem ser
interpretadas como plasmodesmos. Estas
comunicagdes foram relacionadas ao
desenvolvimento incompleto do complexo
estomatico, uma vez que no exemplar arboreo, a
ocorréncia de tais comunicagbes & menos frequente,
principalmente quando folhas mais expandidas ou
mais velhas sdo analisadas.

Uma caracteristica favoravel a utilizagao das
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piantas de A. mucosa cultivadas in vitro é a
organizagao do mesofilo, com parénquima
paligadico diferenciado e sem exibir grandes
espagos intercelulares, 8 semelhanga daquele
encontrado nas plantas oriundas das outras
condigdes de cultivo. Este aspecto favorece a fase
de aclimatizagdo dessas plantas, pois nas
especies cultivadas in vitro, com auséncia desta
organizagdo, esta etapa nao foi alcangada,
representando uma limitagdo & micropropagagao
(Brainerd et al., 1981; Wetzstein & Sommer, 1982;
Grattapaglia & Machado, 1998).

O mesofilo de espécies pertencentes ao
género Rollinia consiste de duas a trés camadas
de parénquima paligadico @ um parénquima
lacunoso frouxamente arrumado ou compacto
(Koek-Nooman, 1992). Em R. mucosa, foi possivel
constatar nas folhas do espécime arbéreo, uma
camada subepidérmica de células em paligada e
um segundo estrato com elemenios mais curtos
caracterizando um estrato coletor. Nas folhas das
plantas das outras duas origens, o primeiro estrato
apresenta células mais curtas com formato
inangular a semelhanga de um estrato coletor, ou
elementos curtos com extremos arredondados.
Dessa forma, os elementos tipicos de uma paligada
s6 foram observados no exemplar arbéreo, assim
como a ocorréncia de nervuras transcurrentes.

A presenca de extensdes de bainhas de feixe
atingindo a epiderme, & uma caracteristica
freqUente dentro do género Rollinia, valiosa na
identificagdo de espécies (Koek-Noorman, 1892).
A nervura principal em Annonaceae tem uma forma
bastante comum, visivelmente saliente na face
dorsal da lamina foliar, apresentando fibras situadas
acima e abaixo do floema (Mauseth, 1988). Nesta
organizagao, constatada na folha do exemplar
arboreo de H. mucosa, observaram-se também
grupos de esclereides. Estes sdo encontrados nas
porgdes proximais da nervura e diminuem & medida
em que se atinge as regides mediana e distal,
sendo a sua auséncia compensada pelo aumento
das fibras perivasculares. O sistema vascular nas
plantas propagadas in vitro mostrou um reduzido
numero de elementos condutores, mesmo em
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comparagio com as plantas de sementeira, Cozza
el al., (1997) atribuem estas caracteristicas as
condigGes nutricionais, & influéncia do processo de
diferenciac@o vascular emn relagdo ao meio de cultivo
e ao gendlipo da planta. O reduzido nimero de
elementos condutores pode ser considerado um
dos fatores de risco ao processo de aclimatizagao,
devido & precaria conexao vascular estabelecida
entre o caule e o sistema radicular (Johansson et
al,, 1992; Grattapaglia & Machado, 1998). Porém
os autores informam que durante o processo de
aclimatizagéo, o enraizamento pode ocorrer
simultaneamente, se as plantas provenientes do
ambiente in vifro sao tratadas como micro-eslacas
em subsrato adequado na casa de vegetagio.

Mais externamente a regido perivascular, uma
faixa de células colapsadas na face abaxial é
verificada, sendo mais definida no exemplar arboreo
e nas plantas propagadas in vitro. Koek-Noorman
(1992) cita esta regio como uma zona de células
achatadas, freqlentemente encontrada no tecido
parenguimatico que circunda abaxialmente a
nervura principal de espécies de Rollinia. Em R.
dolabripetala, Silva (1982) refere-se a esta regido
como um parénquima fundamental com células de
contomos imegulares e paredes delgadas, enire as
quais ocorrem meatos. Com base nessas citagbes
e nos resultados aqui obtidos, esta caracteristica
també&m demonstra ser de valor diagnéstico.

O estudo da anatomia foliar de R. mucosa
permitiu verificar a ocorréncia de caracieristicas
histologicas que acham-se geneticamente fixadas,
independente do estagio de desenvolvimento e da
condigdo de cultivo. Com relagdo as plantas
cultivadas in vitro, observaram-se caracleres que
possibilitam a sua sobrevivéncia apds a
transferéncia para condigdes nao estéreis.

Considerando todos esses aspeclas, o conhe-
cimento prévio dos caracteres anatdmicos de A.
mucesa toma promissora a propagacao da espécie
alravés da cultura de tecidos vegetais, garantindo
material disponivel e em boas condigdes
fitossanitdrias para os estudos que venham explorar
as potencialidades da espécie como planta
medicinal,

REV. BRAS, PL. MED,, Botucatu, v4, n.1, p. 35-46, 2001



42

FIGURAS 1 a 4 - Peciolo de R. mucosa em ST.
FIGURA 1 - Esquema seqguencial do exemplar
arbéreo mostrande a disposi¢do do sistema
vascular e a distribuigido de esclereideos. 1aa1d -
Regiao proximal, desde a zona de insergao no
ramo; 1e - Regido mediana; 1f - Regiao distal.
FIGURA 2 - Tergo distal no exemplar arbéreo
(Barra = 131,2um). FIGURA 3 - Hemi-secgao do
TM de planta cultivada em sementeira (Barra =
132pm). FIGURA 4 - TM de planta propagada in
vifro (Barra = 142,5um)
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41pm).

34 2um). FIGURA 8 - Esquema das
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FIGURA 7 - ST da planta propagada in vitro
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FIGURAS 5 a 8 - Lamina faliar de R. mucosa ao nivel do TM. FIGURA 5 - ST do exemplar
= a
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FIGURAS 9 a 13- Nervura principal de R. mucosaem ST. FIGURA 9 - Esquema do exemplar
arpdreo. FIGURA 9a - Regiao proximal; FIGURA 9b - Regiac mediana; FIGURA 9c - Regiao
distal. FIGURA 10 - Hemi-secgao do TM do exemplar arbéreo (Barra = 278.4pm). FIGURA 11
TM da planta cultivada em sementeira (Barra = 144pm). FIGURA 12 - TM da planta propaga-
da i vitro (Barra = B6,5um). FIGURA 13 - Regiao proximal da planta propagada (n witro (Barra
= B4,5um).
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