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RESUMO

Considerando a importancia de conservacdo da Cariniana legalis (jequitiba-rosa) aliado as
amplas possibilidades de uso e de comercializacéo, este trabalho teve como objetivo compa-
rar as estruturas anatdémicas foliares de plantas cultivadas in vitro e ex vitro. Para as avalia-
cOes anatdmicas foram utilizadas folhas das plantulas do cultivo in vitro mantidas 15 dias
em camara B.O.D. com temperatura de 25°C e auséncia de luz, das plantulas transferidas pa-
ra sala de crescimento com 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 35 pmol m™
s, onde permaneceram por 15 dias, das plantulas em bom estagio de desenvolvimento as
quais foram selecionadas e transferidas para as condi¢fes de aclimatizacao utilizando sacos
pléasticos transparentes e em casa de sombra com substrato comercial Mecplant®, onde per-
maneceram por 21 dias e folhas de plantas cultivadas ex vitro. O estudo anatdmico foi reali-
zado a partir de fotomicrografias de secdes transversais e paradérmicas das folhas, analisado
em microscopico e mensurado os tecidos da epiderme adaxial e abaxial, parénquima palicéa-
dico e lacunoso, mesofilo, limbo foliar, nervura central, diametro polar e equatorial dos es-
tdmatos e densidade estomaética através, do software AxionVision. Os dados foram submeti-
dos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey. As estruturas foliares
de jequitiba-rosa apresentam organizacdo dorsiventral, epidermes uniestratificadas, hipos-
tomatica e os estbmatos do tipo anomociticos. Folhas do cultivo ex vitro, em comparacao
aos cultivos in vitro, apresentaram maior espessura da epiderme adaxial e nervura central e
presenca de esclerénquima. Em folhas oriundas do cultivo in vitro, observou-se maior espes-
sura do limbo foliar, estbmatos maiores e em maior nimero, porém menos funcionais que 0s
estdbmatos das folhas do cultivo ex vitro e da planta aclimatizada. As plantas de jequitiba-
rosa demonstram ter plasticidade para se adaptar as variagdes de irradiancia de luz, umidade
e temperatura nas condigdes de ambiente a qual foram submetidas, fato este de grande im-
portancia para um bom desenvolvimento ex vitro.

Palavras-chave: Micropropagacao, cultura de tecidos, espécies nativas.

vi



ABSTRACT

Considering the importance of conservation of Cariniana legalis coupled with ample possibil-
ities of use and marketing, the objective of this work was to perform the in vitro cultivation of
this species and compare the anatomical structures leaves with plants grown in a vegetation
house. For the evaluations were used leaves of seedlings of in vitro cultivation kept 15 days in
house B.O.D. with temperature of 25°C and absence of light, of seedlings transferred to
growth room at 25 + 2°C, photoperiod of 16 hours and irradiance of 35 pmol m™ s, where
they remained for 15 days, seedling emergence in good stage of development which were
selected and transferred to the conditions of acclimatization using plastic bags are transparent
and in a shade house with commercial substrate Mecplant®, where they remained for 21 days
and leaves of plants cultivated ex vitro. The anatomical study was made from photomicro-
graphs of transversal sections and paradermics leaves, examined in microscopic, and the
measured adatial and abbatial epiderms tissue, palisade and sponges parenchyma, mesophly,
largest in limb, central nervure, polar and equatorial diameter of stomata and sto-
matal density through software AxionVision. The data were subjected to analysis of variance
and means were compared by the Tukey test. The leaf structures of Cariniana legalis feature
dorsiventral organization, uniseriate epidermis hipostomatic, and the stomate of type anomo-
cytic. Leaves of cultivation in a greenhouse, in comparison to the cultures in vitro, showed
greater thickness of the adatial epidermis and central nervure and presence of sclerenchyn.
Sheets from the in vitro cultivation, increased thickness of the largest in limb, stomata larger
and in greater numbers, but less functional that the stomata of the leaves of the ex vitro and
plant cultivation climatized. The plants of Cariniana legalis demonstrated plasticity to adapt
the variations of irradiance of light, humidity and temperature in the environmental conditions
to which they were subjected, this fact of great importance for a good development ex vitro.

Key words: Micropropagation, tissue culture, native species.
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1. INTRODUCAO

A espécie Cariniana legalis (Martius) Kuntze (jequitiba-rosa) pertencente a familia
botanica Lecythidaceae e esta presente nas regides tropicais, principalmente na América do
Sul. Devido a alta qualidade de sua madeira, esta espécie € amplamente utilizada na constru-
cao civil, moveis, tabuados em geral, compensados, cabos de vassoura, confecgdo de l4pis e
demais materiais de base madeireira. Da casca s&o extraidos resina e tanino, utilizados na me-
dicina popular, alem de possuir potencial para uso na recuperacdo de areas degradadas, paisa-
gismo e arborizacdo urbana. Em decorréncia da exploracdo desordenada e sem plantio de re-
posicdo, a Cariniana legalis foi inserida na lista oficial das espécies da flora brasileira amea-
cada de extincdo (REGO, 2001).

Atualmente a principal forma de propagacdo desta espécie € via seminal, porém suas
sementes sdo recalcitrantes e a medida que se aumenta o tempo de armazenamento, a partir do
30° dia ap0s a colheita, a viabilidade delas diminui significativamente, situacdo que limita a
disponibilidade de mudas (HERNANDEZ et al., 2013).

Considerando a importancia de conservacdo dessa espécie aliada as amplas possibili-
dades de uso e de comercializacdo, a propagacdo vegetativa surge como alternativa para a
producdo de mudas. Dentre os métodos de propagacdo vegetativa, as técnicas de cultivo in
vitro com espécies lenhosas vém sendo utilizadas com sucesso em varios trabalhos (ALFE-
NAS et al., 2004).

A cultura de tecidos é uma técnica que oferece varias vantagens, dentre elas a multi-
plicacdo de clones, propagacao de transgénicos e de espécies de interesse econdmico de ma-
neira a preservar as florestas naturais (NEHRA et al., 2005). A micropropagacdo tem sido
utilizada para propagar algumas espécies florestais nativas e para estabelecer matrizes para
producdo de sementes. J& houve éxito na propagacdo in vitro de espécies lenhosas tropicais,
como no caso de Tectona grandis, Dalbergia sp. e Swietenia macrophylla (MERKLE &
NAIRN, 2005). Entretanto, para a especie jequitiba-rosa ainda ndo ha estudos utilizando este
tipo de técnica de propagacédo vegetativa.

Apesar do potencial de uso da técnica de cultura de tecidos para espécies lenhosas, as
condicBes deste tipo de cultivo podem ocasionar degeneracdo metabdlica e desorganizagdo
morfologica. Desta forma, entender a estrutura basica de uma planta ou 6rgdo é essencial para

compreender o desenvolvimento adaptativo do vegetal cultivado (CASTRO, 2002).



De acordo com Preece e Compton (1991), a elevada umidade relativa, a baixa irradia-
ncia no ambiente in vitro, 0 acimulo de etileno e a elevada concentracdo de sacarose no meio
de cultura sdo os principais fatores que atuam na inducdo de alteracdes e funcionalidade de
orgdos e tecidos, levando-os a incapacidade de controle de perdas de agua quando estas sdo
submetidas a condig¢Oes adversas, como o ambiente em campo ou casa de vegetacdo. Essa
desorganizacdo morfoldgica de plantas cultivadas in vitro podem influenciar processos meta-
bolicos e fisioldgicos, associados, principalmente a fotossintese e a transpiracdo (FIDELIS,
1998).

As condi¢bes impostas no cultivo in vitro consistem emum dos principais responsaveis
pela elevacdo na densidade de estdmatos, acompanhada da reduzida capacidade de fechamen-
to dos ostiolos (HAZARIKA, 2006). Para esse autor, o reduzido controle estomatico e a alta
frequéncia de estbmatos tém sido considerados as principais causas da rapida dissecacdo das
plantas durante a fase de aclimatizagéo.

Desta forma, analisar os aspectos da anatomia foliar de plantas micropropagadas é de
grande importancia para entender o desenvolvimento dos tecidos e das estruturas adaptativas,
principalmente durante a fase de aclimatizacdo, a qual se caracteriza por uma elevada morta-
lidade, muitas vezes inviabilizando o cultivo in vitro de algumas espécies (MARTINOTTO,
2004).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo comparativo das es-
truturas anatémicas das folhas de jequitiba-rosa oriundas de diferentes fases do cultivo in vitro

e ex vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracterizacdo geral da familia botanica Lecythidaceae

A familia boténica Lecythidaceae apresenta distribuicdo nas regides tropicais de plani-
cie e atinge sua maior diversidade de espécies nos neotrdpicos, em florestas chuvosas, princi-
palmente na Ameérica do Sul, possuindo cerca de 400 espécies dentro de 20 géneros. No Bra-
sil, esta representada por uma média de 13 géneros e 150 espécies, amplamente distribuidas,
principalmente na regido Norte (MORI, 1990). S&o representadas por arvores, ocasionalmente
arbustos ou lianas que apresentam folhas alternas e espiraladas, frequentemente agrupadas no

apice dos ramos. Possui flores bissexuais e frutos do tipo céapsula, frequentemente duro e



grande, com um opérculo. A maioria das espécies desta familia fornece madeira de boa quali-
dade, além de sementes comestiveis e algumas sdo cultivadas como plantas ornamentais,

principalmente plantas arbéreas (WALTER et al., 2009).
2.2. Descricao da espécie

A espécie Cariniana legalis (Martius) Kuntze (Figura 1), vulgarmente conhecida co-
mo jequitiba-rosa, jequitiba-grande, jequitiba-cedro, pau-caixao e pau-carga, pertence a fami-
lia Lecythidaceae, € uma arvore heliofita, caracteristica da floresta latifoliada semidecidua,
comumente com 30 a 50 m de altura e 70 a 100 cm de didmetro. E encontrada nos estados do
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, tanto na flo-
resta pluvial atlantica como na latifoliada semidecidua da bacia do Parana (LORENZI, 2002).

Figura 1. Exemplar adulto (A), detalhes das flores (B), frutos e sementes (C) de Jequitiba-rosa (Fotos:
site GlobalTree).

A floracao ocorre em periodos diversos, conforme a latitude, geralmente de dezembro
a fevereiro. A frutificacdo se inicia ao redor dos 20 anos de idade, em plantio, e a dispersédo

das sementes é anemocorica (pelo vento), ocorrendo entre agosto a setembro. Suas flores



apresentam potencial apicola e suas sementes sdo usadas na dieta de animais, além de indica-
das para reflorestamento em locais livres de inundagdo (REGO, 2001).

Sua madeira é utilizada para construcdo civil, obras internas, méveis, confeccdo de
brinquedos, salto de calcados, lapis, cabos de vassouras, etc. A arvore é exuberante e orna-
mental, podendo ser empregada no paisagismo de parques e pragas publicas. Apresenta baixa
resisténcia ao ataque de organismos Xxil6fagos, quando exposta em condi¢des adversas. Como
planta tolerante a luz direta é excelente para plantios mistos em areas degradadas de preserva-
cdo permanente (LORENZI, 1998).

O jequitiba-rosa esta na lista oficial das espécies da flora brasileira ameacada de extin-
cao, categoria vulneravel, em decorréncia da exploracdo desordenada e sem plantio de reposi-
cdo. Apesar da importancia dessa espécie, sdo escassos 0s trabalhos de pesquisa em que foram
relatadas as caracteristicas morfoldgicas basicas dos propagulos, dos processos de germinacao
e estudos dos aspectos silviculturais e autoecoldgicos que demonstrem seu potencial em pro-

gramas de reflorestamento ou de regeneragdo (REGO, 2001).

2.3. Propagacao de especies florestais nativas

A exploracdo indiscriminada das florestas nativas tem levado muitas espécies e, até
mesmo populagcbes nativas ao risco de extingcdo (SOUSA & AGUIAR, 2012). Dessa forma,
sdo essenciais estudos visando o aperfeicoamento de técnicas de multiplicacdo em larga esca-
la de espécies nativas para aplicacdo em plantios homogéneos, recuperacdo de areas degrada-
das, melhoramento genético e conservacao de germoplasma (OLIVEIRA et al., 2013).

A propagacdo da maioria das espécies florestais nativas € realizada via seminal, prin-
cipalmente, devido a auséncia de informacdes silviculturais destas espécies e pela maior faci-
lidade operacional e menores custos de producdo que o método apresenta (DIAS et al., 2012).
No entanto, ha problemas quanto a este método de propagacéo para varias espécies florestais
nativas devido a baixa porcentagem de germinacéo, longo periodo para germinar, dificuldades
de obtencdo e de coleta de sementes em quantidade suficiente, recalcitrancia das sementes e
inviabilidade de armazenamento, aliados ao desconhecimento sobre a fenologia das espécies
florestais nativas, fatores que acarretam em longo periodo de tempo para a producao da mudas
(OLIVEIRA et al., 2013).



Segundo dados do Servico Florestal Brasileiro (2012) no Brasil h& cerca de 7.880 es-
pécies florestais arboreas. Apesar desse elevado, 0 nimero das pesquisas em relagcdo a micro-
propagacdo de espécies florestais nativas ainda séo reduzidas. No entanto, deve-se considerar
a importancia destes trabalhos, os quais podem contribuir significativamente para a producao
comercial de espécies de elevado interesse, possibilitando sua multiplicagdo rapida em larga
escala e em curto espaco de tempo. Dentre os principais problemas existentes na micropropa-
gacdo, ressalta-se a recalcitrancia de varias espécies nativas ao cultivo in vitro e a contamina-
¢do por microrganismos (tanto exdgena quanto enddgena), representando limitaces ao esta-
belecimento das culturas em condicdes in vitro (XAVIER et al., 2013). Além disso, as respos-
tas das plantas as técnicas de micropropagacdo sdo variaveis, e dependem da espécie, varieda-
de e/ou cultivar, época de coleta, tipo de explante utilizado e condi¢des de cultivo (WEN-
DLING et al., 2006).

A propagacao in vitro pode constituir uma alternativa em relacdo aos métodos classi-
cos de propagacdo de espécies florestais nativas, pois além de oferecer a possibilidade de pro-
pagacdo de arvores selecionadas, possibilita a limpeza clonal de plantas livres de contamina-
¢do por micro-organismos, superando problemas de contaminacdo patogénica (WENDLING
et al., 2006). Para diversas espécies florestais tém-se obtido resultados que indicam a possi-
bilidade de producéo, num curto espacgo de tempo, de grandes quantidades de novas plantas a
partir de um Unico explante, por meio da cultura de tecidos (XAVIER, 2007).

Atualmente a propagacao de jequitiba-rosa no Brasil ¢ feita por sementes, situacdo que
limita a disponibilidade de suas mudas e o desenvolvimento de seus povoamentos. A técnica
de micropropagacéo a partir de cultura de tecidos surge como alternativa para a producéo de
mudas dessa espécie, 0 que permite a implantacdo de povoamentos comerciais ou para outros
fins. A utilizacdo desta técnica com espécies florestais, associada a programas de melhora-
mento, tem como finalidades acelerar o crescimento, aumentar a produtividade e gerar madei-
ra de qualidade e homogénea, pela multiplicacdo de plantas selecionadas (ALFENAS et al.,
2004).

2.4. Influéncia das condic¢des de ambiente na micropropagacao de espécies flores-
tais

O estabelecimento e a multiplicacdo de uma determinada espécie vegetal in vitro de-

pendem da combinacdo adequada de varidveis que, sujeita a influéncia de diversos fatores,



proporciona o sucesso da propagacdo para cada espécie. As concentracdes dos sais e
dos reguladores de crescimento nos meios de cultura, bem como a temperatura e fotoperiodo,
sdo os fatores que mais variam entre as técnicas utilizadas para a micropropagacéo.
Outras varidveis como a utilizacdo de agentes geleificantes no meio de cultura, o tamanho
dos frascos e o0s tipos de tampa empregadas no fechamento dos recipientes, podem
influenciar no desenvolvimento de algumas plantas (SOUZA et al., 1999).

Segundo Read e Fellman (1985), um dos maiores obstaculos a aplicacdo pratica da
cultura de tecidos na propagacéo de plantas é a dificuldade de transferir com sucesso as mu-
das da condicdo in vitro para a aclimatizacdo em casa de vegetacdo e para o campo, devido a
grande diferenca entre as condi¢des ambientais. O sucesso dessa etapa depende da qualidade
das plantas provenientes da fase in vitro.

As espécies arboreas variam grandemente na sua capacidade de responder a alteracao
na disponibilidade de luz. A luz influencia a anatomia foliar tanto no estadio inicial de desen-
volvimento quanto no adulto, uma vez que a folha é um érgdo dotado de plasticidade e sua
estrutura interna permite adaptar-se a determinadas condi¢cdes de luz no ambiente (NERY,
2007).

Para HAZARIKA (2006), a baixa intensidade de luz usada durante o cultivo in vitro,
aliada ao acumulo de etileno e a elevada concentracéo de sacarose no meio de cultura sdo 0s
principais responsaveis pela elevacdo na densidade de estdmatos acompanhada da reduzida
capacidade de fechamento dos ostiolos. Para esse autor, o reduzido controle estomatico e a
alta frequéncia de estbmatos tém sido considerados as principais causas da rapida dissecacdo
das plantas durante a fase de aclimatizagéo.

Com relacdo a parte aérea, plantas que apresentam alguma toxidez causada por meios
de cultivo in vitro suplementados com fitorreguladores, tais como, citocinina e auxina, bem
como deficiéncia nutricional tendem a apresentar senescéncia foliar, comprometendo a so-
brevivéncia (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Poucas sdo as informacdes sobre como a anatomia de 6rgédos vegetativos, principal-
mente de plantas micropropagadas, € afetada pelas condi¢es ambientais de cultivo ou como a
anatomia das plantas transplantadas é modificada durante a aclimatizagdo. A avaliagdo da
mudanga estrutural que ocorre durante a aclimatizacao é necessaria para a compreensdo deste
processo de adaptacédo, sendo essencial para o desenvolvimento de um protocolo eficiente de
micropropagacdo (FRAGUAS, 2003).



2.5. Aspectos da anatomia foliar de plantas micropropagadas

O ambiente em que a espécie se desenvolve possui fatores que podem influenciar a es-
trutura anatdmica e fisioldgica das plantas (DIGNART, 2006).

Alteracdes na morfologia foliar podem influenciar processos metabdlicos e fisio-
I6gicos, associados, principalmente, a fotossintese e transpiracdo. Muitas dessas evidéncias
indicam que a umidade relativa e as trocas gasosas durante os varios estagios da cultura de
tecidos sdo a chave dos fatores envolvidos na desorganizacdo morfoldgica de plantas
cultivadas in vitro (FIDELIS, 1998).

A anatomia foliar em plantas micropropagadas é de grande importancia para estudos
comparativos do desenvolvimento de seus tecidos e estruturas adaptativas, como espessura
de cuticula, disposicdo de células, dimensdo e nimero de estdbmatos, entre outros. Esses
estudos podem servir de base para pesquisas relacionadas ao desenvolvimento durante a
aclimatizacdo, a qual se caracteriza por uma elevada mortalidade, muitas vezes, inviabili-
zando a micropropagacdo de algumas espécies (MARTINOTTO, 2004).

Estudos histolégicos demonstram que os 6rgaos vegetativos de plantas desenvolvidas
in vitro apresentam tecidos e estruturas pouco diferenciadas, se comparados com plantas cul-
tivadas em viveiro (BRAINERD & FUCHIGAMI, 1981).

O aumento na densidade estomatica nas folhas das plantas cultivadas in vitro, compa-
rado as folhas de plantas mantidas em ambiente natural, tem sido reportado em diversas espé-
cies, estando associada, principalmente, a elevada umidade relativa no interior dos recipientes
de cultivo e a reduzida intensidade de luz (KHAN et al., 2003). Aliado as condi¢des ambien-
tais, os altos teores de sacarose utilizados nos meios de cultivo influenciam nas trocas gaso-
sas, provocando alterac6es no funcionamento dos ostiolos. Este controle osmético de abertura
e fechamento dos estbmatos se faz necessario para garantir uma menor transpiracao e conse-
quentemente maior sobrevivéncia das plantulas micropropagadas (FRAGUAS, 2003).

Tais alteracdes, geralmente, reduzem a capacidade de plantas micropropagadas sobre-
viverem quando transplantadas para ambiente natural, pois, nesse segundo ambiente, a planta
deve ser capaz de suprir sua necessidade de energia e de carbono por meio da fotossintese. A
planta precisa também ser capaz de controlar eficientemente os processos de transpiracao e de
absorcdo de dgua para manter um balanco hidrico favordvel ao desenvolvimento (ZOBAYED
etal., 1999).



Estudar a anatomia de 6rgdos vegetativos das plantulas cultivadas in vitro pode forne-
cer informacg0es para o controle da morfogénese e auxiliar no desenvolvimento e na eficiéncia

de protocolos de micropropagacdo (ABBADE, 2008).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Cultivo in vitro de jequitiba-rosa

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratdrio de Recursos Genéticos Flores-
tais (GENFLOR), localizado no Instituto de Florestas da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ).

Foram realizados pré-testes de assepsia e tipos de meio de cultura para germinacédo de
sementes de jequitiba-rosa in vitro, coletadas em Oriente, no distrito de Alegre, estado do Es-
pirito Santo. Para a assepsia, avaliaram-se quatro tratamentos utilizando alcool comum, pero-
xido de hidrogénio a 10%, 20% e 30%. E os meios de cultura avaliados foram MS (MURAS-
HIGE e SKOOG, 1962) e Wood Plant Medium (WPM) de Lloyd & McCown (1980).

Com os resultados dos pré-testes anteriores, para assepsia e germinacao in vitro, sele-
cionou-se 50 sementes de jequitiba-rosa onde foram lavadas em agua corrente por 10 minutos
e submetidas a desinfestacdo, em camara de fluxo laminar (Figura 2). As sementes foram
imersas em &lcool 70%, por 1 minuto, e posteriormente transferidas para solucdo de perdxido
de hidrogénio (H.0,) a 30%. A esta solucdo foram adicionadas quatro gotas de detergente de

uso laboratorial, o Tween 20®, e as sementes foram expostas & agitagdo por 5 minutos.

Figura 2. Material utilizado dentro da cdmara de fluxo laminar para o procedimento da assepsia e
inoculacéo das sementes de jequitib&-rosa em meio de cultura.



Apos este procedimento, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada auto-
clavada, secas em papel filtro autoclavado e inoculadas em potes de vidro com capacidade de
250 mL, contendo 40 mL de meio de cultura WPM, o qual foi suplementado por 30 g L™ de
sacarose, 1g L™ de polivinilpirrolidona (PVP) e 2,9 g L™ de Phytagel. O pH foi ajustado para
5,8, antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos. Em cada pote foram inoculadas
cinco sementes, totalizando dez repeti¢Bes. Os potes foram identificados e levados para a ca-
mara Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) (Figura 3), para tanto utilizou-se neste trabalho
uma B.O.D. com temperatura controlada de 25 °C e auséncia de luz, pois as sementes de je-
quitiba-rosa sdo fotoblasticas neutras, germinam com ou sem a presenca de luz.

Figura 3. Sementes de jequitiba-rosa inoculadas em meio de cultura WPM e armazenadas em camara
B.O.D. na auséncia de luz.

Diariamente, foram realizadas observac6es para registro da germinacéo e da contami-
nacao por fungos ou bactérias.

Foram selecionadas algumas plantulas que estavam em B.O.D. e transferidas para sala
de crescimento. Neste ambiente, as plantulas foram mantidas durante 15 dias sob temperatura
de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 35 pmol m™ s™. Apés este periodo, as
plantulas que possuiam minimo de 10 cm de altura, com sistema radicular e foliar bem desen-
volvido foram levadas para aclimatizacdo em casa de sombra no viveiro florestal da UFRRJ
(Figura 4).



Figura 4. Plantula de jequitiba-rosa proveniente do cultivo in vitro, selecionada para ser aclimatizada
em viveiro. A escala na imagem corresponde a 1 cm.

As plantulas selecionadas tiveram o sistema radicular lavado em agua corrente, sendo
posteriormente transplantadas em tubete de 110 cm® contendo substrato comercial Mecplant®
e vermiculita. Com a finalidade de manter um microclima favoravel a aclimatizacdo, os tube-
tes foram cobertos individualmente com saco plastico transparente no tamanho de 20 x 10 cm
(Figura 5). A cada dois dias foram borrifados agua dentro dos saquinhos para renovar 0 mi-
croclima e permitir a troca gasosa com o ambiente externo e a partir da segunda semana foi

realizada um corte na extremidade do saco plastico até a retirada total que ocorreu aos 21 dias.

Figura 5. Método utilizado com saco pléstico e eléstico para realizar a aclimatagdo das plantas de
jequitiba-rosa cultivadas in vitro.
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Apo6s o periodo de tempo em cada uma das condi¢es de ambiente, foram coletadas
folhas de cinco pléntulas para anélise anatébmica.

3.2. Cultivo ex vitro

No viveiro florestal do Instituto de Florestas da UFRRJ foi realizado o cultivo ex vitro
do jequitiba-rosa via seminal. As sementes dessa espécie foram colocadas a 1,0 cm de pro-
fundidade em sementeiras de bandejas plasticas, contendo areia e vermiculita como substrato.
Ap0s o desenvolvimento, repicou-se as plantulas para os recipientes de saco plastico de tama-
nho 14x20 cm? contendo substrato comercial Mecplant®.

Posteriormente, os recipientes foram alocados na casa de vegetacao, a fim de evitar es-
tresse hidrico e estabelecer o crescimento inicial das mudas.

As mesmas permaneceram cerca de 15 dias neste ambiente, para depois serem realo-
cadas na area de pleno sol para a rustificacdo das mudas.

Aproximadamente aos trés meses ap6s a repicagem das mudas, a fim de comparar a
estrutura anatémica foliar com as demais fases de desenvolvimento das plantulas germinadas
in vitro, foram coletadas cinco folhas, sendo uma de cada muda, completamente expandidas,

para realizacdo das analises anatdmicas (Figura 6).

Figura 6. Muda de jequitiba-rosa produzida no viveiro florestal do Instituto de Florestas da UFRRJ,
detalhes das folhas que foram coletadas para amostra.
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3.3. Coleta das amostras de folhas

Para avaliar a estrutura anatdmica, foram coletadas folhas de jequitiba-rosa, cultivadas
em quatro condi¢des ambientais diferentes: camara B.O.D., sala de crescimento, aclimatiza-
¢do em casa de sombra e pleno sol no viveiro de mudas.

As plantulas cultivadas in vitro, foram oriundas das sementes inoculadas em meio de
cultura WPM, conforme descrito no item 3.1.

A coleta das folhas das plantulas cultivadas em B.O.D., se deu aos 15 dias ap6s a ino-
culacdo das sementes e o surgimento dos primeiros pares de folhas. Foram coletadas folhas de
cinco plantulas e as demais foram transferidas para sala de crescimento. Apds 15 dias nas
condigOes de sala de crescimento, realizou-se a coleta de folhas de cinco plantulas e as demais
foram selecionadas para serem aclimatizadas. As plantulas aclimatizadas tiveram suas folhas
coletadas apos 21 dias nestas condi¢cdes de ambiente. E as folhas das mudas do cultivo ex vi-
tro foram coletadas por volta dos 3 meses apds semeadura em Viveiro.

Ao final da coleta dos quatro tratamentos, as folhas foram armazenadas em tubo Fal-
con e fixadas por 48 horas em solucdo de FAA 70% (JOHANSEN, 1940), composta por 70%
de alcool etilico, 15% de formoldeido e 15% de acido acético e posteriormente conservado em
alcool 70% (Figura 7). As amostras foram levadas para o Laboratério de Processamento de
Tecidos da Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei, Campus Centro-Oeste Dona Lindu,
Divinopolis-MG, onde foram realizadas as analises microscopicas das estruturas anatémicas

nas se¢des transversais e paradérmicas das folhas.

Figura 4. Amostras de folhas de jequitib&-rosa coletadas e armazenadas em tudo Falcon contendo
alcool 70% e embrulhadas com papel aluminio.
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3.4. Andlise anatomica

As amostras de folhas fixadas em FAA 70% foram mantidas em alcool 70% até o pro-
cedimento das anélises.

Apo0s a fixagdo, as amostras foram destinadas ao preparado das laminas semiperma-
nentes, sendo desidratada em série etilica (70, 80, 90 e 100%) por 1 hora em cada série € in-
cluidas em solugdo de alcool 100% e historresina Leica® na proporgdo 1:1 (overnight). Apés
este processo, as laminas foram incluidas em historresina Leica® pura a 37°C por 48 horas,
para o emblocamento do material.

Com auxilio do micrétomo semiautoméatico marca Slee (Figura 8), os blocos foram
seccionados e 0s cortes transversais e paradérmicos obtidos com 4 mm de espessura e posteri-
ormente distendidos em lamina contendo agua e laminula. Apds a secagem, as laminas foram
coradas com azul de toluidina.

Os cortes corados montados em laminas foram observados e fotografados com um mi-
croscopio trinocular da Motic com sistema de camera digital acoplada do tipo Moticam e sof-
tware de analise de imagens Motic Image plus 2.0. (Figura 9).

Para os cortes paradérmicos, foram utilizadas folhas inteiras e colocadas no hipoclorito
de sodio 4% por 15 minutos, posteriormente transferidas para outras laminas contendo agua e

laminula.

Figura 5. Micrétomo semiautomatico SLEE onde foram realizadas as secc¢des transversais.
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Figura 6. Microscépio trinocular MOTIC com sistema de captura Moticam e software de anélise de
imagens Motic Image plus 2.0. onde foram fotografadas as folhas em laminas.

As fotomicrografias foram utilizadas para as medicdes das estruturas anatdmicas atra-
vés do software de analise de imagens Axion Vision 4.8. calibrado com régua microscopica
fotomicrografada nos mesmos aumentos.

Foram mensuradas em trés pontos distintos das imagens dos cortes transversais a es-
pessura dos seguintes tecidos: epiderme adaxial e abaxial, parénquima pali¢adico e lacunoso,
mesofilo, nervura central e a espessura total do limbo foliar. J& nos cortes paradérmicos, fo-
ram contabilizados o ndmero total de estbmatos em cada fotomicrografia e mensurados os
diametros polar e equatorial de trés estdmatos escolhidos aleatoriamente. Todas as medidas
foram feitas na escala micrométrica (um).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram compa-
radas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatis-
tico SISVAR (FERREIRA, 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estabelecimento das plantulas de jequitiba-rosa in vitro

Na fase do cultivo in vitro, das 50 sementes de jequitiba-rosa que foram inoculadas,

54% germinaram e apresentavam um bom desenvolvimento. O baixo percentual de germina-
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¢do pode estar relacionado ao fato da semente ser recalcitrante e estar armazenada a 4°C por
um periodo aproximado de 8 meses. Régo (2004) encontrou em seus resultados sobre germi-
nacao e vigor de sementes de jequitiba-rosa sob condi¢des de viveiro, que 0 pico de germina-
cdo ocorre entre 35 e 45 dias apos 0 armazenamento em camara fria. Apos este periodo nédo
foi observada germinacdo das sementes.

Do total de sementes de jequitibd-rosa inoculado, 4% foram contaminadas por fungo
ou bactéria, sendo este valor baixo considerando a inoculacdo de sementes de espécies arbo-
reas. Silva (2014) encontrou uma média de 3,5% de contaminagdo em sementes de macauba
no teste de desinfestagdo in vitro, utilizando como tratamento de assepsia o perdxido de hi-
drogénio. Souza (2011) encontrou para a espécie guabijuzeiro, também em teste de desinfes-
tacdo in vitro, cerca de 2 a 14% de contaminacdo utilizando hipoclorito de sédio como trata-
mento. As espécies arboreas apresentam dificuldade para o estabelecimento in vitro devido a
grande diversidade de micro-organismo contaminantes, principalmente se for utilizado mate-
rial vegetal de individuos adultos (COUTO et al., 2004).

4.2. Anatomia foliar comparada de plantulas do cultivo in vitro e ex vitro

Foram observadas diferengas anatdmicas entre as espessuras dos tecidos foliares, o
namero de estdmatos e seu diametro polar e equatorial das plantulas cultivadas nos diferentes
ambientes. Entre outros fatores, essas diferencas podem estar relacionadas a intensidade lumi-
nosa na qual as plantas foram submetidas durante o experimento, sendo a luz um fator de fun-
damental importancia para as plantas, devido a acdo direta ou indireta na regulacdo do cres-
cimento e desenvolvimento vegetal. A luz influencia a anatomia foliar tanto nos primeiros
estadios de desenvolvimento quanto na fase adulta, pois a folha é um 6rgédo bastante plastico e
as estruturas internas adaptam-se as condi¢des de luz do ambiente (OLIVEIRA, 2009).

As diferencas encontradas neste estudo, também foram observadas por outros autores
que compararam a anatomia de folhas in vitro e ex vitro de espécies lenhosas como inga (Inga
vera) (Soares,2003), sangra d’agua (Croton urucurana) (Lima, 2004) e candeia (Eremanthus

erythropappus) (Rosal, 2004).

4.2.1. Espessura dos tecidos da epiderme adaxial e abaxial

Foi observado em todas as condi¢fes de cultivo, que tanto a epiderme adaxial quanto a

epiderme abaxial sdo uniestratificadas e as folhas sdo do tipo hipostomatica (Figura 10). Esta
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ocorréncia é comum em plantas terrestres, pois ¢ uma forma de protecdo dos estbmatos a uma
maior exposi¢do luminosa (POOTER, 1999). Smith etal. (1997) afirmam que a auséncia dos
estdmatos na epiderme superior em folhas pode ter sido necessaria para prevenir danos
foto-oxidativos aos cloroplastos existentes nas células-guarda, além de protegé-los do ven-

fo.

Figura 7. Fotomicrografias de sec¢des transversais do limbo foliar, objetiva (10X), de jequitiba-rosa
cultivadas em camara B.O.D. (A), sala de crescimento (B), aclimatizacdo em casa-de-sombra (C) e ex
vitro (D). As setas indicam os estbmatos na fase abaxial da folha. Epiderme Adaxial (EAD). Epiderme
Abaxial (EAB).

Com relacdo a espessura das células da epiderme, houve diferenca entre os tratamen-
tos (Tabela 1). Verificou-se que nos tratamentos in vitro a epiderme adaxial foi menos espessa
comparada com as plantas cultivadas ex vitro. Segundo Alquini et al. (2003) o maior espes-
samento da epiderme adaxial é uma caracteristica que confere as plantas cultivadas em ambi-
ente natural, uma protecdo extra contra a acdo da radiacéo solar. Para a epiderme abaxial, os
trés primeiros tratamentos apresentam maior espessura comparada a epiderme adaxial, porém
este fato se inverte com as folhas ex vitro. Os niveis de luz influenciam significativamente na
espessura dos tecidos epidérmicos, plantas cultivadas em pleno sol apresentam epiderme ada-
xial mais espessa que a epiderme abaxial, devido ao sombreamento das proprias folhas na
face abaxial (SALGADO et al, 2012).
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Tabela 1. Espessura média dos tecidos da epiderme adaxial e abaxial de Cariniana legalis nos dife-
rentes tratamentos.

Tratamentos Epiderme Adaxial (um) Epiderme Abaxial (um)
B.O.D. 1,854 ab 2,078 ab
Sala de crescimento 1,950 a 2,514 a
Aclimatizacao 1,500 b 1,826 b
Ex vitro 2,100 a 1,810 b

*Meédias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de signifi-
cancia.

4.2.2. Espessura do parénquima pali¢cadico, lacunoso e mesofilo

Foi observado no corte transversal, que as folhas de jequitiba-rosa, cultivadas nos dife-
rentes ambientes, apresentam organizacdo do mesofilo do tipo dorsiventral, ou seja, o parén-
quima palicadico esta proximo a epiderme adaxial e o lacunoso proximo & face abaxial (Figu-
ra 11). Esses resultados corroboram com Matta (2011), o qual encontrou em 10 espécies de
Lecythidaceae 0 mesmo tipo de organizacdo do mesofilo, com excecdo a Eschweilera atrope-

tiolata que foi classificada como isolateral.

Figura 8. Fotomicrografia de corte transversal, objetiva (10x), do limbo foliar de Cariniana legalis.
Detalhe da constitui¢do do mesofilo. Parénquima Paligadico (PP). Parénquima Lacunoso (PL).

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos na espessura do parénquima pali-
cadico (Tabela 2).
Para Castro et al. (1998), o ambiente natural e a alta intensidade luminosa proporcio-

nam alongamento do parénquima palicadico e consequentemente aumento na espessura das
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folhas. Segundo observacdes de Fabbri, Sutter e Dunston (1986), as folhas de plantas micro-
propagadas tornam-se mais espessas durante a aclimatizacdo devido ao aumento do tamanho
das células palicadicas, e com o passar do tempo, as folhas jovens se tornam similares aquelas

crescidas em campo.

Tabela 2. Espessura média do mesofilo, parénquima palicadico e lacunoso de Cariniana legalis nos
diferentes tratamentos.

Parénquima Palicadico Parénquima Lacunoso Mesofilo
Tratamentos

(Lm) (Lm) (Lm)
B.O.D. 4,013 a 15,430 a 19,443 a
Sala de crescimento 4,075 a 14,336 ab 18,411 a
Aclimatizacéo 4,469 a 13,808 ab 18,277 a
Ex vitro 4,155 a 12,034 b 16,189 a

*Mégias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de signifi-
cancia.

O parénquima lacunoso das folhas do cultivo em B.O.D. apresentou maior espessura
comparada aos demais tratamentos. Cutter (1986) e Sert (1992) observaram que as plantas
submetidas a baixa intensidade luminosa possuem maior propor¢do dos espacos intercelulares
no tecido parenquimatico lacunoso. Isto explica o fato de que as plantulas dos tratamentos in

vitro ndo diferiram estatisticamente da planta ex vitro em espessura do mesofilo.

4.2.3. Espessura do limbo foliar e nervura central

O limbo foliar é a estrutura que mais se modifica em resposta as alteracbes ambientais,
pois os tecidos como, epiderme e parénquima, se adaptam as essas condi¢bes, garantindo
maior sobrevivéncia da planta naquele local. No entanto, ndo foi observada diferenca estatis-
tica na espessura do limbo entre os tratamentos (Tabela 3). Resultados semelhantes foram
observados por Nery et al. (2007), quando comparou a espessura do limbo foliar de plantas
jovens de C. brasiliense submetidas a diferentes niveis de sombreamento e ndo observou dife-

renca na espessura.
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Tabela 3. Espessura média do limbo foliar e nervura central de Cariniana legalis nos diferentes trata-
mentos.

Tratamentos Limbo Foliar (um) Nervura Central (um)
B.O.D. 23,943 a 99,133 ¢
Sala de crescimento 22,936 a 92,200 ¢
Aclimatacdo 22,103 a 115,596 b
Ex vitro 21,298 a 139,257 a

*[\/Iégjias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de signifi-
cancia.

Para a nervura central, houve diferenca, onde a maior espessura foi observada nas fo-
Ihas do cultivo ex vitro.

Segundo Nery (2007), plantas cultivadas a pleno sol, a regido da nervura central ge-
ralmente encontram-se bem lignificada, sendo constatado que as paredes das células dos teci-
dos dos eixos vasculares apresentam maiores espessuras com a reducao dos niveis de sombre-
amento. Além disso, a idade da planta no momento da coleta das folhas também pode ter in-
fluenciado na espessura da nervura central das plantas do cultivo ex vitro.

Uma das diferencas observadas na nervura central das folhas cultivadas in vitro e ex
vitro foi a presenca do esclerénquima, que envolveu completamente os feixes vasculares das
folhas ex vitro (Figura 12). O esclerénquima é um tecido que fica proximo ao eixo vascular,
responsavel por dar maior sustentacdo as plantas. Soares (2003), também observou essa carac-
teristica ao comparar folhas de Inga vera (ingd) in vitro e ex vitro, e afirma que a auséncia
dessa estrutura em folhas micropropagadas as torna menos resistentes e com aparéncia mais

fragil.

Figura 9. Seccdes transversais da nervura central de folhas de Cariniana legalis cultivadas in vitro
(A) e em ex vitro (B), evidenciando o xilema (XIL), o floema (FLO) e a presenca do esclerénquima
(ESC).
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4.2.4. Densidade, diametro polar e equatorial dos estbmatos

Através dos cortes paradérmicos, observou-se que o nimero de estdbmatos diminuiu
conforme se mudou os ambientes no cultivo in vitro, sendo encontrado nimero de estdmatos
semelhantes nas plantulas aclimatizadas e nas plantas cultivadas ex vitro (Tabela 4). A maior

densidade foi observada nas plantulas do tratamento na B.O.D.

Tabela 4. Média da densidade, didmetro polar e equatorial e relagdo DP\DE dos estdmatos das folhas
de Cariniana legalis nos diferentes tratamentos.

Densidade Estomética Diametro Polar Diametro Equa-

Tratamentos (mm?) (um) torial (um) DP\DE
B.O.D. 8,4a 17,202 b 15,160 a 1,165 b
Sala de crescimento 8,6a 17,114 b 12,018 b 1,515a
Aclimatizacéo 6,8 a 19,760 a 16,209 a 1,207 b
Ex vitro 6,6 a 16,404 b 11,720 b 1,423 a

*[\/Iégjias seguidas por mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de signifi-
cancia.

A variacdo no namero de estbmatos, provavelmente, deve ter sido proporcionada pelo
microambiente gerado no cultivo in vitro, com alta umidade, temperatura amena e menor in-
tensidade luminosa. Essas condic¢des influenciam as trocas gasosas, provocando alteragdes no
desenvolvimento estomético. Segundo Fraguas (2003) a baixa luminosidade e a troca gasosa
do ambiente in vitro, provoca o aumento no numero de estdmatos, pois esses sdo menos fun-
cionais que os estbmatos ex vitro.

Para Hazarika (2006), além da intensidade luminosa, o acimulo de etileno e a elevada
concentracdo de sacarose no meio de cultura, sdo os principais responsaveis pela elevacao na
densidade de estbmatos, acompanhada da reduzida capacidade de fechamento dos ostiolos.
Para esse autor, o reduzido controle estomatico tem sido considerado a principal causa da ra-
pida dissecacéo das plantulas durante a fase de aclimatizacao.

Esses resultados corroboram com Martinotto (2004) que observou em seu estudo com
E. dysenterica, que a densidade estomatica ¢ maior em folhas de plantulas in vitro do que em
folhas de plantas cultivados no campo.

Foi observada uma reducdo no numero de estdbmatos na fase de aclimatizacdo das
plantulas. Essa reducéo era de se esperar, uma vez que, um maior nimero de estdmatos favo-
rece a transpiracdo e a rapida perda de agua. Provavelmente o menor nimero de estdmatos

observado nesta fase, esteja relacionado com um ajuste osmotico da planta as condi¢cdes am-
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bientais. Isso demonstra que as folhas de jequitiba-rosa apresentam alta plasticidade, ou seja,
capacidade de se adaptar em outros ambientes. Segundo Camargo e Marenco (2011), a densi-
dade estomatica € um importante parametro ecofisioldgico que afeta as trocas gasosas e a fo-
tossintese. Portanto, qualquer variagdo em numero e/ou tamanho destes pode acarretar em
maior ou menor eficiéncia da planta quanto a taxa fotossintética (SUN et al., 1995).

De forma geral, o tipo de estdomato encontrado em todas as folhas dos diferentes tra-
tamentos foi do tipo anomocitico, com células que circundam os estdmatos em ndmero inde-
finido e ndo diferem das outras células epidérmicas (Figura 13). Matta (2011) encontrou nas
espécies Anasimyia lineata e Couratari tenuicarpa, pertencentes a familia boténica Lecythi-
daceae, 0 mesmo tipo estomético. Segundo esses autores, sdo raras as espéecies de Lecythida-
ceae que apresentam o tipo anomocitico, uma vez que das 10 espécies investigadas apenas 2

apresentaram este tipo de estobmato.

DP

X

DE

1%{m

Figura 10. Fotomicrografia da sec¢do paradérmica demonstrando o tipo anomociticos dos estdmatos
encontrados nas folhas de Cariniana legalis em todas as condi¢Ges de ambiente avaliadas. Didmetro
Polar (DP). Didmetro Equatorial (DE).

Tanto a densidade estomatica quanto as dimensdes dos estbmatos podem sofrer varia-
¢oes em folhas de plantas da mesma espécie (OLIVEIRA, 2013).

Os estdmatos das plantulas no tratamento de aclimatizacao apresentaram maior diame-
tro polar e equatorial, quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 4). Santana et al.
(2008) encontrou nas folhas de Aristolochia bahiensis, Aristolochia cauliflora, Annona glabra

e Annona squamosa, durante o cultivo in vitro, estbmatos com menor didmetro polar. Ja
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Abbade et al. (2009) observou que os estomatos das folhas ex vitro de Tabebuia roseo-alba
possuem maior didmetro polar comparado aos de folhas do cultivo in vitro.

As medidas do diametro polar (DP) e do diametro equatorial (DE) podem ser relacio-
nadas com a funcionalidade dos estdmatos pela relagdo entre DP/DE. Segundo Khan et al.
(2003), alteracGes na forma dos estdmatos afeta diretamente a funcionalidade dos mesmos,
sendo que a forma mais eliptica é caracteristica de estdmatos funcionais, enquanto a forma
mais esférica é, frequentemente, associada a estbmatos com baixa funcionalidade e ambas as
formas sdo obtidas de acordo com o maior ou menor DE .

A maior relagdo DP/DE foi obtida nos estomatos das folhas oriundas da sala de cres-
cimento e ex vitro (Tabela 4), provavelmente isto ocorreu devido ao fato de possuirem as me-
nores espessuras de DE, tornando-os estdmatos com forma mais eliptica e, portanto mais fun-
cionais.

Segundo Oliveira (2013), a relacédo entre o DE e funcionalidade dos estdmatos fornece
um bom indicativo do formato dos estdmatos com a taxa transpiratéria das plantas.

De acordo com os resultados, podemos inferir que ha uma relacdo entre a densidade
dos estbmatos a sua funcionalidade, onde se observa que as folhas que apresentaram o maior
namero de estdmatos e maior espessura de DE, foram também os menos funcionais, podendo
apresentar maiores taxas de transpiracdo, embora ndo tenha sido testada essa hipotese neste
trabalho.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho fazem parte de um projeto de pesquisa que visa avaliar as
possiveis alteragdes anatdmicas de trés espécies nativas da Mata Atlantica (jequitiba-rosa,
bralna e jacaranda-da-bahia) em diferentes meios de cultura e condic¢des de cultivo.

Espera-se poder auxiliar na obtencdo de protocolos de cultivo in vitro mais eficientes

para essas espécies nativas.

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados, podemos concluir que sobre as estruturas ana-

tdbmicas das folhas de jequitiba-rosa:
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v A organizacdo do mesofilo é do tipo dorsiventral, as epidermes sdo uniestratificadas, as
folhas s&o hipostomaticas e os estbmatos do tipo anomociticos;

v No cultivo ex vitro apresentaram esclerénquima, os quais sao ausentes no cultivo in vitro;

v Nas fases do cultivo in vitro as folhas apresentaram maior nimero de estbmatos e com 0s

maiores diametros polar e equatorial.

v" Na fase da sala de crescimento e no cultivo ex vitro os estdmatos sdo mais funcionais,

possuem forma eliptica e menor didmetro equatorial.

v’ Pelas alteraces anatbmicas observadas, as plantulas de jequitiba-rosa demonstraram ter
plasticidade para se adaptar as condi¢cdes ambientais as quais foram submetidas, fato este

de grande importancia para um bom desenvolvimento in vitro.
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ANEXOS

ANEXO 1. Composicao do meio de cultura WPM (Lloyd e McCown, 1980).

S.E. COMPONENTE FORMULA CONCENTRACAO (mg L)

A Nitrato de amonio NH;NO; 400
Nitrato de calcio Ca(NO3),.4H,0 556

B Sulfato de potéassio K2SO4 990
Cloreto de célcio CaCl,.2H,0 96

Fosfato de potéssio KH,PO, 170

D Acido borico H3BO; 6,2

Molibdato de sodio NaMo00,.2H,0 0,25

Sulfato de magnésio MgSQ,.7H,0 370

Sulfato de manganés MnSQ4.H,0 22,3

- Sulfato de zinco ZnS04.7H,0 8,6

Sulfato de cobre CuS0,4.5H,0 0,25

Sulfato de ferro FeS04.7H,0 27,8

" Sédio EDTA Na, EDTA 37,2
Tiamina 1

G Piridoxina HCI 0,5
Vitaminas Acido nicotinico 0,5

H Mio-inositol 20
I Glicina 40
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