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RESUMO

Embora a batata (Solanum tuberosum) seja uma
espécie de grande valor econdmico, sdo poucas as informacgdes
disponiveis sobre a anatomia foliar, principalmente de
caracteristicas estruturais da epiderme. O estudo da anatomia
foliar assume grande importancia basica, para a ecologia e
fisiologia, e aplicada para a fitopatologia e o melhoramento
genético. Este trabalho teve por objetivo identificar uma
técnica histolégica que permite a confeccdo de |laminas
semipermanentes para avaliar a epiderme foliar, em vista
frontal, de um grande nimero de plantas de batata em um
curto periodo de tempo. O corte paradérmico a méo livre, o
método de Jeffrey e as técnicas de hidréxido de potassio e de
impressdo da epiderme foram avaliados. Laminas
semipermanentes foram confeccionadas da sec¢éo frontal da
epiderme de foliolos principais do terco médio de plantas de
batata. A impressdo da epiderme em lamina foi a Unica
técnica que possibilitou a avaliagdo adequada de todos os
clones de batata utilizados. A impressio da epiderme é uma
técnica muito rapida, de baixo custo e de facil execugdo, que
atende os requisitos necessarios para a identificagdo e selegéo
de caracteristicas anatébmicas de um grande nimero de
plantas em um programa de melhoramento genético de batata.
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ABSTRACT

Even though potato (Solanum tuberosum) is an
economically important crop, information about leaf

characteristics of anatomical structure has not been well
studied. Studies of leaf epidermis have significance for basic

fields as ecology and physiology and for applied fields as
plant pathology and breeding. The objective of this research
was to identify a fast and easy technique to prepare semi-
permanent slides for studying the anatomy of potato |eaf
epidermis. Para dermal free hand cut, Jeffrey method,
potassium hydroxide and epidermal fingerprint on glass slide
techniques were evaluated. Semi-permanent slides were
prepared from the longitudinal section of main leaflets from
the medium portion of potato plants. An adequate study of
all evaluated clones was only possible with the epidermal
fingerprint technique. The epidermal fingerprint on glass slides
is a fast preparing, low cost and easy implementation
technique, which enables to evaluate a high number of potato
plants in a short period of time.

Key words: stomata, trichomes, breeding, resistance.

A batata cultivada (Solanum tuberosum)
pertence afamilia Solanaceae. A batata é considerada
a quarta cultura mais importante do mundo, sendo
superada apenas pelo trigo, arroz e milho
(ANONYMOUS, 1998). Embora seja uma espécie
economicamente importante, sdo poucas as
informacBes disponiveis na literatura referentes as
descricdes da anatomia foliar, no que diz respeito as
caracteristicas da epiderme, como espessura de
cuticula, nimero, formaelocalizagdo dos estdbmatose
pélos das diferentes variedades de batata. Resultados
deanatomiafoliar tém sido utilizados geralmente como
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subsidios para estudos de ecofisiologia,
principalmente de balango hidrico e capacidade
fotossintética (GAVILANES, 1999). Estudos
anatbmicos assumem maior importancia quando
associados aos aspectos ecoldgicos, fisioldgicos e
comparativos, subsidiando trabalhos taxonémicos
(METCALFE & CHALK, 1979). Pela anatomia da
epiderme foliar pode-se inferir sobre a absor¢éo de
nutrientes nas faces abaxial e adaxial, levando ao
aumento daeficiénciadaaplicacdo foliar de nutrientes
(LEECE, 1976; KANNAN, 1980). Também éimportante
identificar estruturas que atuam na resisténcia de
plantas a patégenos para subsidiar estudos de
fitopatol ogia e melhoramento genético.

O objetivo destetrabalho foi identificar uma
técnicahistol 6gicaque permite aconfeccdo delaminas
semipermanentesparaavaiar aepidermefaliar, emvista
frontal, de um grande nimero de plantas de batataem
um curto periodo de tempo.

Estudos da anatomia foliar de clones de
batata foram realizados no Nucleo de Biotecnologia
Aplicada a Producdo Vegetal do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria.
Foram utilizados cinco clones de batata, sendo umaa
espécie diploide (2n = 2x = 24) S. microdontum e os
clones tetraploides (2n = 4x = 48) SMIH, SMI,
SMI1G274-3 e SMIJM61-1 avancados de mel horamento.
As plantas de cada clone foram cultivadas em potes
plésticos de 15cm de didmetro, contendo sol o adubado,
col ocados sob telado coberto com plastico de 150um
de espessura. As l&minas semipermanentes foram
preparadas apartir de material fresco localizado entre
a nervura central e a borda de foliolos principais do
terco médio das plantas, regido onde estes se
encontravam completamente expandidos, de uma
planta por clone.

Foram avaliadas quatro técnicas de
confeccéo de ldminas semipermanentes: 1) corte
paradérmico amao livre; 2) método de Jeffrey; 3)
técnica de hidroxido de potéssio; e 4) técnica de
impressdo da epiderme. O corte paradérmico améo
livre consiste em retirar a epiderme dafolhacom
0 auxilio deumal&minade agco (MACEDO, 1997).
No método de Jeffrey, o mesofilo € dissolvido
através daimersdo em umamistura constituida de
partes iguais de acido crémico a 10% e &cido
nitrico a 10%, por um periodo de 12 a 48h, visando
isolar as epidermes foliares (JOHANSEN, 1940).
A técnica de hidroxido de potéssio consiste na
dissociacéo das epidermes foliares, pelaimersdo
em uma solucéo de hidréxido de potassio, com
concentracgdes que variam de 1% a 3%, e fervura,
entre 10 e 30min, dependendo da textura do

material a ser avaliado (MACEDO, 1997). A
técnica de impressao da epiderme consiste em
colocar uma gota de adesivo instantaneo
universal (éster de cianoacrilato) sobre uma
l&minade vidro. A regido deinteresse do foliolo é
entdo pressionada sobre a lamina, por
aproximadamente 10s, tempo necessério para que
0 adesivo se espalhe e seque o suficiente,
permitindo a separacéo do foliolo dalamina e a
manutencdo da impressao da epiderme.

Depois de confeccionadas, as |&aminas
foram mantidas em condi¢Bes ambientais até a
avaliagdo. Algumas laminas foram entdo
fotomicrografadas com o auxilio de um microscopio
Olympus, modelo CH30RF200, utilizando-se filme
Kodak® Ultra 1SO 400, parailustrages do material
analisado.

Corte paradérmicoamao livre

A epiderme dos foliolos de batata se
rompeu muito facilmente, por ser muito ténue,
impossibilitando asuaretirada. O estudo da sec¢éo
transversal de foliolos de plantas dos mesmos
clones mostrou a presenca de camada de células
muito delgada, confirmando a baixa resisténcia da
epiderme (dados ndo apresentados). O corte
paradérmico amao livre, apesar de seu baixo custo,
€ invidvel para realizar estudos anatdmicos da
epidermefoliar de batata, apesar deter sido utilizada
com sucesso em espécies das familias Arecaceae
(LEITE & SCATENA, 2001), Sterculiaceae
(NAKAYAMA et al., 1996) e Pteridaceae
(GRACANOZeta., 2001).

Método de Jeffrey

A imersdo dosfoliolos hasolucéo de &cido
nitrico e crémico por trés horas ainda néo permitiu a
separacdo das epidermes. A partir de seis horas de
imersdo, as bordas das epidermes desprenderam-se
do mesofilo. Com 12 horas deimersdo, asepidermesjé
apresentavam sinais de degradagdo, sendo que o
mesofilo ainda se apresentavaaderido aepiderme. Com
24 horas de imersdo, as epidermes se apresentavam
completamente degradadas, antes mesmo da
dissolucdo das substéncias intercelulares. Isto
impossibilitou a visualiza¢@o das estruturas da
epiderme de foliolos de batata, porém foi usada com
sucesso em Gomphrena cel osioi des (Amaranthaceae)
(GAVILANES, 1999).

Técnicade hidréxido de potéssio

Os foliolos foram imersos na solugdo de
concentracdo de 3% de hidroxido de potéssio e
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submetidos a fervura por 10min, conforme
recomendacdo datécnica(MACEDO, 1997). A fervura
resultou na completa desintegracdo dos tecidos,
inclusive das epidermes. Os foliolos imersos na
solucdo de hidroxido de potéssio na concentragéo de
1% mantiveram-seintactos apés afervurapor 10min,
porém no momento da separacdo manual das
epidermes (com auxilio de lupa, agulha histol6gicae
pincel) estas se romperam, impossibilitando a
preparacdo das |&minas. O aumento do periodo de
tempo de fervura ocasionou a degradacdo das
epidermes antes da separacdo do mesofilo.

Técnicadaimpressdo daepiderme

dentre astécnicas avaliadas, aimpresséo
daepidermefoi aUnica que permitiu a obtencdo de
|&minas semipermanentes da epiderme de foliolos
de todos os clones de batata analisados. Com esta
técnica, uma pessoa pode confeccionar
aproximadamente 20 |&minas por hora. A impressdo
da epiderme permitiu a visualizagcdo clara das
diferentes estruturas da epiderme dos foliol os, como
pélos, estdmatos, células epidérmicas comuns e
células que recobrem as nervuras (Figural). Naface
abaxial do clone SM1J461-1, verificou-se a presenca
de estdmatos, distribuidos de forma uniforme na
superficiedo foliolo, e de pélos, proximos anervura
secundéria. As células que recobrem a nervura
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puderam ser diferenciadas das células comuns da
epiderme, pelo fato de estas células serem alongadas
e orientadas no sentido longitudinal do segmento
foliar. Umamelhor visualizagdo das células comuns
da epiderme e das células subsidiarias dos
estdmatosfoi obtidaem maior aumento (Figura2A),
mesmo em regides do foliolo onde existiam pélos
(Figura 2B). Nos clones avaliados ndo foram
observadas diferencas entre as células subsidiarias
e as células comuns da epiderme, sendo o0s
estdmatos classificados morfologicamente como
anomocitico e ndo anisocitico que é tipico do género
Solanum (FAHN, 1982). Diferengas defreguiénciae
de tamanho de pélos entre e dentro do mesmo clone
também puderam ser visualizadas (Figura 2B). A
base dos pélos esta circundada por um conjunto de
células epidérmicas que se dispdem deformaradial.
Os pélos destes clones sdo simples, unicelulares,
ndo ramificados e do tipo ndo glandular (FAHN,
1982).

Dentre as técnicas estudadas, a de
impresséo da epiderme em |&mina foi a Unica que
possibilitou a avaliacdo adequada de todos os
clones de batata analisados. Permitiu observar
claramente diferencas de freqiiéncia de pélos e
estdmatos e de tamanho de pélos entre clones e
faces do foliolo, podendo ser também usada para
determinar os tipos de pélos e estbmatos presentes
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Figura 1 — Vista frontal da face abaxial (aumento 200x) de foliolo principal do clone SM1J461-1 de batata. cc= célula comum da
epiderme, cn= célula que recobre a nervura, p= pélo, e= estdbmato. Santa Maria, RS, 2003.

CiénciaRural, v. 34, n.5, set-out, 2004.



N ‘_
O T

Figura 2 — Vista frontal da face abaxial (aumento 800x) de foliolo do clone SMII (A) e da face adaxial (aumento 200x) de foliolo
do clone SMIH (B). cc= célula comum da epiderme, cs= célula subsididria do estomato, e= estdmato, cb= células da base
do pélo, p= pélo. Santa Maria, RS, 2003.
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em diferentes clones de batata. Esta € umatécnica
muito rgpida, de baixo custo e de facil execucéo,
sendo que as laminas semipermanentes podem ser
mantidas em condi¢des ambientais por um periodo
superior aum ano, sem comprometer aqualidade de
visualizagdo. Portanto, a técnica da impressdo da
epiderme atende os requisitos necessérios para a
identificac8o e selecdo de caracteristicas anatdbmicas
de um grande nimero de plantas em um programa
de melhoramento genético de batata.
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