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Resumo

Piper hispidinervum e Piper aduncum apresentam compostos metabolitos secundarios como safrol e
dilapiol de interesse comercial em seus 6leos essenciais. O trabalho teve como objetivo comparar aspectos
anatomicos, relacionados a respostas fisiologicas das folhas de P. hispidinervum e P. aduncum propagadas in
vitro, in vivo ¢ durante a aclimatizagdo. Sec¢des paradérmicas e transversais da lamina foliar do cultivo in vitro,
ex vitro € in vivo, feitas a mao-livre foram realizadas para a medigdo das estruturas anatGmicas em microscopio
de luz. A espessura da epiderme e hipoderme de P. hispidinervum e P. aduncum sofrem alteragdes na transi¢ao
de cultivo in vitro para o ex vitro. Os tecidos do mesofilo e a abertura do poro estomatico de ambas as espécies
sdo influenciados pelo ambiente in vitro. Diferentes ambientes de cultivo promovem a plasticidade das estruturas
celulares da lamina foliar e fundamentam o sucesso da micropropagagdo de ambas as espécies.

Palavras-chave: Amazonia Sul-Ocidental; Micropropagagdo; Piperaceae; Variagao estrutural

Abstract

Comparative leaf anatomy of long pepper (Piper hispidinervum C. DC.) and spiked pepper (Piper
aduncum L.) cultured in vitro, ex vitro and in vivo. Piper hispidinervum and Piper aduncum contain the
secondary metabolites safrole and dilapiol, and there is commercial interest in their essential oils. The study
aimed to compare anatomical aspects related to physiological responses of leaves from P. hispidinervum and
P. aduncum propagated in vitro, in vivo and during acclimatization. Paradermal sections and cross-sections of
leaves from in vitro, ex vitro and in vivo culture, were obtained for the measurement of anatomical structures
using a light microscope. The thickness of the epidermis and hypodermis of P. hispidinervum and P. aduncum
underwent changes in the transition from in vitro to ex vitro. Mesophyll tissues and stomatal pore opening of both
species were influenced by the environment in vitro. Different cultivation environments promote the plasticity
of the cellular structures of the leaf blade and underlie the success of micropropagation of both species.
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Introducao

A Floresta Amazonica apresenta muitas espécies
de plantas com importancia econdmica, em especial
aquelas com potencial fitoquimico. Dentre as espécies,
a pimenta longa (Piper hispidinervum C.DC) e a
pimenta de macaco (Piper aduncum L.) sdo valorizadas
economicamente (LOUREIRO DA SILVAetal., 2012)
e muito utilizadas pela industria de cosméticos e
bioinseticidas, por apresentarem compostos secundarios
do metabolismo. A extragdo de 6leos de folhas e ramos
de pimenta longa contém safrol, o qual ¢ amplamente
utilizado como fragrancia e ingrediente essencial para
inseticidas biodegradaveis a base de piretrum (BERGO
etal., 2005). A pimenta de macaco produz dilapiol, o qual
¢ responsavel pelas atividades fungicidas, inseticidas,
pelo efeito antibiotico (SOUSA et al., 2008), e pelos
efeitos medicinais de populagdes amazodnicas como
auxiliar no combate a ulcera, anti-hemorragico e anti-
diarreico(RODRIGUES; CARVALHO,2001; FENNER
et al., 2006).

Considerando esses aspectos, a pimenta longa e
pimenta de macaco apresentam boas caracteristicas para
a produgdo comercial. Para tanto, a cultura de tecidos
tem sido requerida para a producdo em larga escala. A
propagacao in vitro permite a producdo de um elevado
numero de plantas, em curto espaco de tempo e de alta
qualidade genética e fitossanitaria (GEORGE, 1996;
DORRIS, 2010). Um protocolo para a propagacdo
in vitro de Piper hispidinervum ¢ P. aduncum ja foi
desenvolvido por Loureiro da Silva et al. (2012) a partir
de segmentos nodais como fonte de explante, com 100%
de sobrevivéncia de plantulas em casa de vegetacdo
(aclimatizadas).

O cultivo in vitro pode causar alteragdes anatomicas,
morfologicas e fisiologicas nas plantas, prejudicando
a aclimatizacdo das plantas micropropagadas
(ALBARELLO etal., 2001; CALVETE et al., 2002).
Os brotos desenvolvidos in vitro estdo expostos a um
microambiente controlado, organizado para gerar estresse
minimo, mas com 6timas condi¢des para a multiplicagdo
(HAZARIKA, 2006). O modo heterotréfico de nutrigao
¢ a falta de mecanismos de controle de perda de
agua estabelecem plantas vulneraveis ao choque no

transplantio para a casa de vegetacao (ex vitro) ou campo
(LAMHANEDI et al., 2003).

As folhas s3o o6rgaos vegetais especializados em
diversos processos metabdlicos como a fotossintese, as
trocas gasosas e a transpiracdo (KERBAUY, 2012). As
folhas desenvolvidas in vitro apresentam o mesofilo e
o sistema vascular extremamente simplificado quando
comparados com as folhas desenvolvidas em casa de
vegetacdo (HAZARIKA, 2006). Os estomatos em plantas
cultivadas in vitro estdo relacionados significativamente
com a capacidade de fotossintese e o processo de
aclimatizacdo (IACONO; MARTINELLI, 1998).
Pospisilova et al. (1999) citam que os estomatos de
plantas sob o sistema de cultivo in vitro sdo malformados,
mais arredondados, reduzidos em nimero e inabeis
para a fungdo, tornando as plantas mais suscetiveis a
desidratacdo na fase de aclimatizagdo. A plasticidade das
estruturas anatomicas durante o processo de cultivo in
vitro € a posterior aclimatizagdo (ex vitro) possibilitam
compreender o sucesso da micropropagacao (FERMINO-
JUNIOR; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2009).

O objetivo do trabalho foi descrever e comparar
aspectos anatomicos, relacionados a respostas fisiologicas
das folhas de P. hispidinervum e P. aduncum propagadas
in vitro, in vivo e durante a aclimatizacao.

Material e Métodos

Foram utilizadas para o estudo as espécies Piper
hispidinervum C.DC e Piper aduncum L., conforme
depositos de exsicatas (Voucher number) n® RB 2523
e RB 2524, respectivamente, no Herbario do Parque
Zoobotanico da Universidade Federal do Acre.

Para a realizagdo das analises anatomicas
utilizaram-se como fonte de materiais vegetais folhas
sadias, do segundo e terceiro nos, de ambas as espécies,
desenvolvidas em trés condigdes de cultivo: cultivo in
vitro, cultivo ex vitro (aclimatizagdo) e cultivo in vivo.
Para o cultivo in vitro, sementes de P. hispidinervum e P,
aduncum foram desinfetadas em solugéo de hipoclorito
de sodio 2,5% por 30 minutos, seguidas de trés lavagens
em agua esterilizada. O meio de cultura utilizado foi o
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado



com 30 gL' de sacarose e 6 g.L'! de agar-agar. O pH
do meio de cultura foi ajustado para 5,8 = 0,2 antes da
adi¢do do agar e da autoclavagem, realizada por 15
minutos a 121°C e 1,3 atm de pressdo. As sementes
foram inoculadas em frascos de 250 mL contendo 30
mL de meio, cada frasco foi constituido por 5 sementes,
vedados com filme plastico transparente. Apds 60 dias
de cultivo in vitro, realizou-se a retirada aleatoria de
plantulas com posterior coleta de suas folhas.

As plantulas retiradas foram seccionadas na
base (proximo ao colo) para a inoculagdo em meio de
enraizamento. O enraizamento das plantulas formadas
in vitro foi realizado em meio de cultura de MS,
suplementado com 15 g.LL'! de sacarose e 1,5 g.L'! de
carvao ativado, por um periodo de 30 dias. Em seguida,
as plantulas foram transferidas para a casa de vegetagdo
tecnologica e acondicionadas em tubetes plasticos (6,5
cm de diametro x 14 cm de altura) contendo substrato
comercial Plantmax®. Ap6s 60 dias de aclimatizagéo, foi
realizada a retirada aleatdria de plantulas com posterior
coleta de suas folhas para os estudos anatomicos.

Para os estudos de folhas in vivo foram utilizadas
plantas de ambas as espécies plantadas a partir de
sementes ¢ mantidas a campo em Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Acre, desde 1995, sendo que
anualmente sdo realizadas adubacgdes, podas e renovagao
das plantas. As coletas de folhas foram realizadas apds
60 dias de plantio.

Para os estudos anatomicos, foram utilizados o
terco médio das regides intercostais de folhas fixadas em
FAA 70 (JOHANSEN, 1940) e conservadas em etanol
70%. Para a morfometria das estruturas anatdomicas
foram preparadas laminas temporarias através de secgdes
paradérmicas e transversais a mao-livre, com auxilio de
lamina de barbear. Para detec¢ao de cuticula foi utilizado
Sudan III (KRAUS; ARDUIN, 1997). As imagens das
laminas foram projetadas, com auxilio de camara clara
acoplada ao Microscopio de Luz (ML), modelo Olympus
CH30, sobre o papel e aferida com escala micrométrica.
Para determinar a densidade estomatica média por
mm? da folha, as imagens foram projetadas sobre area
delimitada conhecida. Para a mensuragao das espessuras
dos tecidos e das estruturas os contornos foram
desenhados em papel e medidos com régua milimetrada
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e, em seguida, aferidas com escala micrométrica. Para
os registros fotograficos foram preparadas laminas
permanentes. Segmentos de folhas foram fixados em
glutaraldeido 2,5% com tampao fosfato de sodio 0,1M
e pH 7,2. Posteriormente, o material foi desidratado em
série etilica, e incluido em parafina. Os blocos foram
seccionados em micrétomo rotativo Leica RM2125 RT
com espessura de 10 pm, e corados com safranina e fast
green (JOHANSEN, 1940).

Para os estudos em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) as amostras de folhas foram fixadas,
conforme descrito anteriormente, seguida de pos-fixagao
em tetroxido de 6smio a 2% por 2 h, novamente lavado
por trés vezes em tampao fosfato de sodio e lavado uma
vez em agua destilada, ambos por 5 minutos. O material
foi desidratado em série etilica lenta e gradual por duas
vezes de 15 minutos, e conservado em etanol 70% sob
refrigeracdo. Em seguida, foram processadas em secador
de ponto critico, fixadas em suportes metalicos (stubs)
com fita adesiva dupla face de carbono e metalizadas
com pelicula de ouro (20 nm) e analisadas ao MEV,
modelo Zeiss DSM 962.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado para cada uma das condi¢des de cultivo
em ambas as espécies. Avaliaram-se parametros
morfométricos anatdmicos nas trés condi¢des de cultivo
(tratamentos). Os tratamentos foram constituidos por
oito repetigdes (campos visuais no microscopio), e cada
repeticao foi constituida por trinta sec¢oes histoldgicas
de trés individuos.

Os dados foram submetidos aos procedimentos
de detecc¢do de Outliers pelo teste de Grubbs (1969).
As médias foram submetidas ao teste de normalidade
dos residuos (SHAPIRO; WILK, 1965) e teste de
homogeneidade (BARTLETT, 1937). Os dados
das variaveis que ndo atenderam a um ou ambos 0s
pressupostos foram transformados para normalizacio
dos residuos e/ou homogeneizacao das varidncias. As
médias foram comparadas por ANOVA, seguida do
teste de separacdo de médias de Tukey (1949) a 5%
de probabilidade, através do programa computacional
SISVAR (FERREIRA, 2003).
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Resultados e Discussao

A epiderme na face adaxial de folhas de
Piper hispidinervum C. DC e Piper aduncum L. é
uniestratificada com paredes anticlinais sinuosas
(Figuras 1 e 2) no cultivo in vitro, e retas (Figuras 3 e 4)
no cultivo ex vitro € in vivo. Na face abaxial, as paredes
sdo levemente sinuosas em todas as condi¢des de cultivo
em ambas as espécies. Segundo Alquini et al. (2003),
a sinuosidade da parede anticlinal estd relacionada
com o ambiente em que a folha se desenvolve. Em P,
hispidinervum e P. aduncum foi observada a existéncia
de tricomas tectores e glandulares, pluricelulares e
unisseriados. Albiero et al. (2005), trabalhando com
a espécie P. gaudichaudianum, observram também a
presenca de tricoma glandular, porém do tipo unicelular
e ovoide, possuindo uma por¢do apical secretora. Em
Piper regnelli ocorrem tricomas glandulares capitados
em ambas as faces, raros tricomas tectores pluricelulares,
unisseriados e de extremidade afilada, estes ultimos sob
as nervuras (PESSINI et al., 2003).

FIGURAS 1-4: Seccdes paradérmicas da face adaxial de folhas de
Piper hispidinervum e Piper aduncum em diferentes
ambientes de cultivo. Células epidérmicas no
cultivo in vitro de Piper hispidinervum (1) e de
Piper aduncum (2). Células epidérmicas no cultivo
ex vitro e in vivo de Piper hispidinervum (3) e
de Piper aduncum (4). Legenda: e= estomatos;
tg = tricoma glandular; bt = células basais do
tricoma.

Sob a epiderme nas faces adaxial e abaxial existem
1-3 camadas celulares (Figuras 5 a 8), caracterizada
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como hipoderme, em ambas as espécies, onde podem
ocorrer idioblastos oleiferos, conforme Nascimento e
Vilhena-Potiguara (1999). Camadas celulares multiplas
também foram definidas como hipoderme em Piper L.
ssp. (YUNCKER, 1972), P. aduncum L. (VIANNA;
AKISUE, 1997), e P. hispidum Sw. (ALBIERO et al.,
2006).

FIGURAS 5-8: Secgdes transversais de folhas de Piper
hispidinervum ¢ Piper aduncum. Lamina foliar de
Piper hispidinervum no cultivo in vitro em ML (5)
eem MEV (6). Lamina foliar de Piper aduncum no
cultivo ex vitro em ML (7) e em MEV (8). Legenda:
ead= epiderme da face adaxial; eab= epiderme
da face abaxial; had=hipoderme da face adaxial;
hba= hipoderme da face abaxial; pp= parénquima
pali¢adico; pe= parénquima esponjoso.

A espessura da epiderme em ambas as faces,
e a hipoderme adaxial de P. hispidinervum foi
significativamente maior na condicao ex vitro (Tabela
1). Tais resultados diferem dos obtidos por Costa et
al. (2009) estudando bananeiras, onde verificaram
maior variagdo na hipoderme da face abaxial em
relacdo a adaxial durante a aclimatizagdo. Pereira
(2004) trabalhando com a espécie Uncaria guianensis,
entretanto, ndo observou diferenca significativa na
espessura da epiderme abaxial durante a aclimatizacao.
As diferengas nas dimensdes das estruturas epidérmicas
encontradas em diferentes condi¢Oes ambientais refletem
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TABELA 1: Espessura da epiderme (EAD e EAB) e hipoderme (HAD e HAB) da face adaxial e abaxial, respectivamente
(um), de Piper hispidinervum e Piper aduncum sob diferentes condi¢des de cultivo.

Condicoes de Espessura das estruturas

cultivo EAD EAB HAD HAB
In vitro 6,09 ¢ 6,09 ¢ 12,65b 22,28 a
P. hispidinervum Ex vitro 13,78 a 13,59 a 53,39 a 40,58 a
In vivo 10,53 b 9,36 b 18,24 b 10,20 b

CV(%) 8,26 9,48 11,14 16,32
In vitro 11,98 ab 7,64 c 20,04 a 2327 a
P. aduncum Ex vitro 13,86 a 13,11 a 25,15a 18,09 b
In vivo 10,43 b 9,34 b 26,04 a 18,22 b

CV(%) 14,70 6,46 28,01 15,30

Médias seguidas de mesma letra na coluna na mesma espécie ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

as adaptacdes aos papeis multiplos envolvidos para a
sobrevivéncia (JAVELLE et al., 2011).

Em relagdo as células da hipoderme, de acordo
com Madison (1977) o aumento da espessura dessas
células pode estar relacionado com mecanismo de
armazenamento de 4gua, além de exercer papel importante
nas relacdes térmicas. Braga et al. (2011) relatam que
plantas que se desenvolveram heterotroficamente sob
condigdes de cultivo in vitro, em alta umidade, passam
por um periodo de adaptagdo, quando submetidas a
condigdes autotroficas, com baixa umidade durante a
aclimatizagdo, em razdo da grande diferenga entre os
dois ambientes. Nesse contexto, os resultados indicam
que P. hispidinervum desenvolveu uma estratégia de
armazenamento de 4gua na hipoderme como uma
adaptacao para suportar as condigdes ex vitro.

Os estdmatos em folhas de P. hispidinervum sio
do tipo ciclocitico e tetracitico distribuidos em ambas as

faces, porém mais frequentes na face abaxial. Em folhas
de P. aduncum, os estobmatos sao tetraciticos, comuns na
familia Piperaceae (SOUZA et al., 2004), distribuidos
em ambas as faces, porém raros na face adaxial.

A densidade estomatica na face abaxial de folhas de
P, hispidinervum nao apresentou varia¢ao nos diferentes
cultivos (Tabela 2). Os resultados obtidos para P.
hispidinervum foram semelhantes aos verificados para
Anona coriacea (SANTANA etal., 2008), onde a mesma
densidade estomatica foi verificada nas condic¢des in
vitro e ex vitro. Entretanto, para P. aduncum a maior
densidade foi observada no cultivo in vivo e a menor
no cultivo in vitro (Tabela 2). O elevado coeficiente
de variacdo calculado na densidade estomatica para
P, hispidinervum em relagdo a P. aduncum indica maior
plasticidade estrutural nessa espécie.

Os estomatos na face abaxial de folhas de P,
hispidinervum (Figuras 9 e 10) e P. aduncum (Figuras

TABELA 2: Densidade estomatica em est/mm? e dimensao estomatica em comprimento (CCG) e largura (LCG) das células-
guarda, comprimento e largura do poro (LP) em pum, na face abaxial das folhas de Piper hispidinervum e Piper

aduncum sob diferentes condigdes de cultivo.

Condigoes de

Especie cultivo Est/mm? ccG LCG CcP LP
In vitro 47541 a 2482 ¢ 6,26 a 18,56 b 7,38 a
P hispidinervum Ex vitro 441,25 a 32,66 a 5,57b 21,74 a 4,16 b
Invivo 538,75 a 27,70 b 542b 18,23 b 3,79b
CV (%) 23,64 3,73 7,35 5,84 7,31
In vitro 476,25 b 32,57b 6,91 a 23,49b 591 a
P, aduncum Ex vitro 439,16 ¢ 36,54 a 5,90b 26,61 a 4,80b
In vivo 542,08 a 30,02 ¢ 531c 23,39b 3,76 ¢
CV (%) 0,48 3,91 5,87 5,15 6,89

Meédias seguidas de mesma letra na coluna na mesma espécie ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURAS 9-12: Seccdes paradérmicas da face abaxial de Piper hispidinervum e Piper aduncum. Estdmatos de folhas de Piper
hispidinervum no cultivo in vitro em ML (9) e em MEV (10). Estomatos de folhas de Piper aduncum no cultivo in vitro

em ML (11) e em MEV (12).

11 e 12) apresentaram maiores dimensdes da largura
das células-guarda e largura do poro estomatico nas
folhas da condigdo in vitro (Tabela 2). Em ambas as
espécies o aumento da dimensdo dos estdmatos no
cultivo in vitro pode estar relacionado a falta de controle
no mecanismo de abertura e fechamento estomatico,
pois quando as plantas se desenvolvem em condigdo
ex vitro, os estdmatos possuem dimensdes menores,
adaptando-se para o controle da perda de agua. De
acordo com Pospisilova et al. (1999), os estomatos in
vitro sdo inabeis para a fungao, tornando as plantas mais

susceptiveis a desidratagdo na fase de aclimatizagao.

Alamina foliar de P, hispidinervum foi mais espessa
no cultivo ex vitro quando comparadas com as demais
condigdes de cultivo (Tabela 3). Em P aduncum, a
lamina foliar foi mais espessa nos cultivos ex vitro e
in vivo. Mudangas estruturais na lamina foliar podem
ser verificadas como respostas as condigdes ambientais
(FERMINO-JUNIOR; SCHERWINSKI-PEREIRA,
2009). O maior desenvolvimento dos tecidos da lamina
foliar apos a aclimatizacdo (ex vitro) também foram

TABELA 3: Espessura da lamina foliar, mesofilo, parénquima pali¢addico (PP) e parénquima esponjoso (PE), em um, de
Piper hispidinervum e Piper aduncum sob diferentes condigdes de cultivo.

Condicoes de Espessura das estruturas
cultivo LAmina Foliar Mesofilo PP PE
In vitro 93,42 c 81,24 ¢ 20,36 ¢ 24,79 ¢
P. hispidinervum Ex vitro 223,24 a 196,46 a 52,06 b 50,42 a
In vivo 147,29 b 127,38 b 66,70 a 32,23 b
CV(%) 12,67 13,99 10,46 15,76
Invitro 109,87 b 90,16 b 2452 b 2327b
P. aduncum Ex vitro 173,11 a 146,13 a 4731 a 43,52 a
In vivo 142,92 ab 123,12 ab 4945 a 33,24 b
CV(%) 4,22 4,83 16,37 9,74

Médias seguidas de mesma letra na coluna, na mesma espécie, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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observados por diversos autores, como em mama-
cadela (Brosimum gaudichaudii) (FIDELIS et al.,
2000), Anonna glabra (DECCETTI, 2004), sangra
d’agua (Croton urucurana) (LIMA, 2004), candeia
(Eremanthus erythropappus) (ROSAL, 2004), cagaita
(Eugenia dysenterica)  MARTINOTTO, 2004), abacaxi
(BARBOSA et al., 20006).

O parénquima paligadico em P. hispidinervum e
P. aduncum foi mais espesso nos cultivos ex vitro e
in vivo, e menor no cultivo in vitro. De acordo com
Dickison (2000), o parénquima palicadico consiste
num tecido especializado na captura de luminosidade. A
luminosidade apresenta efeito direto sobre a estrutura e
anatomia das folhas (RODRIGUEZ-CALCERRADA et
al.,2008). Nos sistemas de cultivo in vitro, a luminosidade
¢ bastante inferior aquela observada na aclimatizacao (ex
vitro) ou a pleno sol no ambiente natural (HAZARIKA,
2006). O aumento na espessura do parénquima paligadico
em folhas expostas a maior luminosidade esta associado
com o aumento da superficie celular para trocas gasosas
de CO,, acarretando aumento na atividade fotossintética
(EVANS; POORTER, 2001; TOMAS et al., 2013).
O aumento de superficie das células do parénquima
palicadico em folhas expostas a maior luminosidade
facilitam a exposi¢@o dos cloroplastos ao gas carbdnico,
aumentando a atividade fotossintética (TERASHIMA et
al., 2011). Nesse sentido, folhas de P. hispidinervum e
P.aduncum em cultivo ex vitro e in vivo recebem maior
intensidade luminosa e devem promover aumento na
atividade fotossintética com o maior espessamento
do parénquima pali¢adico. De acordo com Gratani
(2014), as modificagdes estruturais nas folhas para a
interceptacdo de diferentes intensidades luminosas
constituem importante estratégia para o aproveitamento
e uso de energia disponivel.

O parénquima esponjoso em folhas de P.
hispidinervum e P. aduncum do cultivo ex vitro
apresentaram-se mais espesso do que em folhas
de plantas in vitro e in vivo, promovendo maior
espessamento do mesofilo. Estes dados corroboram
com o trabalho de Abbade et al. (2009), que realizaram
estudos com Tabebuia roseo alba e verificaram que as
plantas cultivadas ex vitro apresentaram espessuras
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do parénquima esponjoso superiores as do cultivo
in vitro. De acordo com Evans (1999) o parénquima
palicadico, que recebe a luz proéximo da superficie,
facilita a penetracdo da luz a uma maior profundidade
na estrutura interna da folha, enquanto o parénquima
esponjoso promove a dispersdo para aumentar a
absorcao da luz, reduzindo assim o gradiente de luz
absorvida por unidade de clorofila. O parénquima
esponjoso apresenta estrutura organizacional que
possibilita o espalhamento da radiagdo luminosa e
facilita a difusdo lateral do CO, a partir das cdmaras
subestomaticas (TERASHIMA et al., 2011). Em P.
hispidinervum e P. aduncum, o aumento da espessura do
parénquima esponjoso na aclimatizagao (transferéncia
ex vitro) indica adaptagdo estrutural no intuito de
aumentar o espalhamento da maior luminosidade
incidente, bem como, aumenta a difusao lateral do gas
carbonico para as maiores atividades fotossintéticas
experimentadas.

O mesofilo de folhas formadas in vitro de
menor espessura e pouco diferenciado torna as
plantas altamente susceptiveis ao estresse durante a
aclimatizacao (HAZARIKA, 2006). Entretanto, o menor
desenvolvimento do mesofilo em condi¢des in vitro
de P. hispidinervum e P. aduncum nao comprometem
o sucesso da aclimatiza¢do, conforme os resultados
obtidos por Loureiro da Silva et al. (2012) com 100%
de plantas aclimatizadas.

O ambiente de cultivo in vitro apresenta
caracteristicas distintas, tais como: elevada umidade do
ar, menor luminosidade, baixa pressdo de gas carbonico
(HAZARIKA, 2006). Nesse sentido, as variagdes
estruturais foliares observadas para ambas as espécies nos
diferentes ambientes de cultivo refletem a plasticidade e
fundamentam o sucesso da micropropagagao.

Nesse sentido, conclui-se que a espessura da
epiderme e hipoderme de P. hispidinervum e P. aduncum
sofrem alteragdes na transig¢do de cultivo in vitro para
o0 ex vitro. Os tecidos do mesofilo ¢ a abertura do poro
estomatico de ambas as espécies sdo influenciadas
pelo ambiente in vitro. Diferentes ambientes de cultivo
induzem a plasticidade das estruturas celulares da lamina
foliar de P. hispidinervum e P. aduncum.
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