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Resumo: Os estdmatos compreendem o principal meio de troca gasosa das plantas. Na cultura
da mandioca (Manihot esculenta Crantz), a reducdo do volume de agua perdida pela planta
ocorre por conta de alteragcbes no mecanismo, tamanho e distribui¢do dos estobmatos. O presente
trabalho teve como objetivo comparar as dimensdes dos estdmatos e a densidade estomatica de
mandioca em diferentes variedades e nas diferentes regides das folhas. Foram analisadas as
regides apical, mediana e basal de folhas completamente expandidas das variedades IAC 12,
IAC 13, IAC 14, IAC 15 e IAC 90. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
num esquema fatorial 5x3 (cinco variedades e trés regides da folha) com trés repeticdes. Os
dados foram submetidos a anova e ao teste de média de Tukey. Foram avaliados didametro polar
e equatorial dos estdmatos e calculados a densidade a funcionalidade estomatica e a correlacdo
entre os parametros. De todos os parametros avaliados, apenas o didametro polar apresentou
interacdo entre os fatores variedade e regido da folha, enquanto que para os demais somente
efeito isolado do fator variedade. Houve diferenca nas dimensdes e na densidade dos estdmatos
nas diferentes variedades de mandioca estudadas, sendo que hd uma forte correlagdo negativa
entre didmetro equatorial e funcionalidade dos estématos.

Palavras-chave: face abaxial, funcionalidade estomatica, Manihot esculenta Crantz.

Dimensions and stomatal density in different cassava varieties

Abstract: The stomata comprise the primary means of gas exchange in plants. In cassava
(Manihot esculenta Crantz), the amount of water lost by the plant occurs because of changes in
the mechanism, size and distribution of stomata. This study aimed to compare the dimensions
of the stomata and stomatal density in different cassava varieties and in different regions of the
leaves. The apical, middle and basal regions of fully expanded leaves from varieties IAC 12,
IAC 13, IAC 14, IAC 15 and IAC 90 were analyzed . The experimental design was completely
randomized in a 5x3 factorial design (five varieties and three leaf regions) with three
replications. Data were submitted to ANOVA and Tukey test medium. Polar and equatorial
diameter of the stomata was evaluated and calculated stomatal density function and the
correlation between the parameters. Of the parameters evaluated, only the polar diameter
showed interaction between the factors variety and region the leaf, while for others, only
isolated effect the factors. There were differences in the size and density of stomata in different
cassava varieties studied there is a strong negative correlation between equatorial diameter and
functionality of the stomata.

Key words: abaxial, stomata functionality, Manihot esculenta Crantz.

Introducgéo
A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € matéria-prima de amplo e diversificado

emprego industrial através do fornecimento de inumeros subprodutos. O Brasil € o terceiro

Cascavel, v.6, n.3, p.193 - 205, 2013.



Cultivando o Saber 194

maior produtor de mandioca no mundo, ficando atrds apenas da Nigéria e Tailandia, sua
producdo em 2013 é de aproximadamente 21.178.686 t de raizes, ocupando 2.149.403 ha, com
produtividade média de 14 t ha™* (IBGE, 2013).

Os aspectos anatdmicos da mandioca sdo ainda pouco estudados, no entanto, de sao
importantes devido a plasticidade na anatomia foliar em diferentes gendtipos, o que pode
interferir na taxa fotossintética alterando assim a difusdo de CO2 (El-Sharkawi, 2006).

A estrutura responsavel pelas trocas gasosas durante a transpiracdo, fotossintese e
respiracdo nas plantas sdo denominadas por estdmatos. Sdo encontrados na maioria das plantas,
predominantemente nas folhas, e consistem basicamente de um poro circundado por duas
células-guarda (Cutter, 2002). Segundo Cock et al., (1987) a distribuicdo de estdbmatos em
folhas de mandioca, acorrem na epiderme abaxial e restrita apenas as proximidades dos maiores
feixes vasculares.

A forma mais conhecida de algumas espécies em prevenir a perda de agua, na forma de
vapor, é¢ mediante o fechamento dos estdmatos, 0 que as caracterizam como espécies com maior
sensibilidade estomatica. No entanto, a reducédo do volume de agua perdida pelas plantas ocorre
também por conta das mudancas observadas no tamanho e distribuicdo dos estbmatos (Lake et
al., 2001). Sendo a densidade estomatica um importante parametro eco-fisiol6gico que afeta as
trocas gasosas e a fotossintese (Camargo e Marenco, 2011).

Tanto a densidade estomética quanto as dimensfes dos estdmatos podem sofrer
variacdes em folhas de plantas da mesma espécie (Al Afas et al., 2006). O conhecimento sobre
alteracdes na anatomia foliar da mandioca pode contribuir em indicar caracteristicas que
atribuem tolerancia a diferentes condi¢fes ambientais, como tolerancia a seca (BATISTA et
al., 2010).

Assim o presente trabalho teve como objetivo comparar as dimensdes dos estdmatos e
a densidade estomatica de mandioca em diferentes variedades e nas diferentes regifes das

folhas.

Material e Métodos
Para o estudo da densidade estomatica, foram coletadas folhas de diferentes variedades
de mandioca pertencentes ao P6lo Regional do Vale do Paranapanema da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegdcios (APTA), localizado em Assis, SP. (latitude 22° 40°S, longitude
50° 26°W ¢ altitude média de 563m).
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O clima da regido ¢ do tipo “Cwa”, subtropical com inverno seco e verdo quente e imido
(BRASIL, 1992). Foram coletados os valores médios mensais de temperatura e precipitagdo do
periodo de janeiro a maio de 2013 (Figura 1). As folhas foram coletadas no dia 30 de abril de
2013 das 09:00 as 11:30 horas, onde ndo houve registro de precipitacdo, enquanto que a
temperatura minima e méxima registravam 14 e 28 °C respectivamente.

Foram analisadas as regides apical, mediana e basal de folhas completamente
expandidas em trés plantas das variedades, IAC 12, IAC 13, IAC 14, IAC 15 e IAC 90, os quais

foram plantados no dia 27 de junho de 2012 no solo tipo Latosolo Vermelho escuro de textura
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média (EMBRAPA, 2013).

Figura 1 - Temperatura média mensal e precipitacdo meédia no periodo de janeiro a maio de
2013 na cidade de Assis, SP.
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As amostras de folhas foram fixadas em solugéo, contendo 5% de formol, 90% de &lcool
etilico a 70°GL e 5% de &cido acético (F.A.A), por 24 horas a temperatura ambiente. Preparou-
se 0 material foliar segundo a metodologia proposta por Johansen (1940), para visualizagéo e
caracterizagdo do tipo de estdbmato através de observagdo por microscopio eletrdnico de
varredura (MEV).

A observacao da densidade e da distribuicdo dos estobmatos foi realizada empregando-se
0 método de réplica de North (1956), onde uma impressdo da superficie foliar foi obtida com
acetato de celulose com uma fita adesiva transparente em uma area de aproximadamente de
1,0cm?. Secdes da pelicula de acetato formada foram removidas e montadas em laminas para
serem avaliadas ao microscopio. Para as observages, utilizou um microscopio 6tico, ocular de
15x e objetiva de 40x, o que proporcionou aumento de 600x e campo real visivel de 0,39mm?.
As imagens utilizadas para anélise foram capturadas por meio de um sistema de captura (Carl
Zeiss, Germany) composto de microscopio AxioPhot I, equipado com cadmera AxioCam ICc3
e software Bel View. O processamento e analise das imagens foram realizados através do
software de dominio publico ImageJ 1.43a, versao 64, com a medi¢do de cinco campos por
repeticdo para cada folha analisada. Para as avaliagOes, didmetro polar dos estobmatos (DP) e
diametro equatorial dos estdmatos (DQ), preparou-se laminas com safranina, sendo observadas
em camara clara, segundo técnica de Labouriau (Castro et al., 2009).

Foram calculados a densidade estomatica (DE - nimero de estdmatos por unidade de
area) e a funcionalidade estoméatica (FUN - considerada como a relacdo diametro
polar/didmetro equatorial dos estdmatos) segundo Castro et al., (2009). Para efeito de anélise
estatistica, estudou-se a densidade dos estdmatos na face abaxial e a frequéncia dos estdmatos
nas regides do apice, meio e base das folhas. O delineamento foi inteiramente casualizado no
esquema fatorial 5 x 3 (cinco variedades de mandioca, com trés regides amostradas e trés
repeticdes), cada regido da folha foi observado em cinco campos microscopicos.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia. Foram realizados testes de
correlagfes Pearson (p<0,05) entre os pardmetros avaliados e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Como os dados apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-
Wilk) nenhuma transformacao foi utilizada antes de realizar a analise de variancia. Para analise

estatistica foi utilizado o software o Sisvar (Ferreira, 2004).

Resultados e Discussao
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O didmetro polar dos estdmatos (DP) foi o Unico parametro que apresentou interacéo
entre os fatores variedade e regido da folha. J& a densidade estomética (DE), didmetro equatorial
(DQ) e a funcionalidade (FUN) apresentaram somente efeito isolado do fator variedade (Tabela
1).

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia com os quadrados medios, e coeficientes de variagdo
referentes & densidade estomética (DE), didmetro polar dos estdbmatos (DP),
diametro equatorial dos estdmatos (DQ) e a funcionalidade estomatica (FUN)

Causas da variacao GL DE DP DQ FUN
Variedade (V) 4 672,13 21,45 6,53 0,02
Regido da Folha (R) 2 46,82™ 1,83" 1,03" 0,05"
V'R 8 56,35™ 0,56 1,24 0,05™
Residuo 30 28,57 0,14 0,65 0,03
C.V.(%) 4,91 0,82 3,12 3,19

C.V. = Coeficiente de variagdo; n.s.; ndo significativo; **; significativo a 1% de probabilidade.

As maiores DE foram observadas nas variedades IAC 13 e IAC 15. A variedade IAC
90 apresentou a menor DE, com 67,00 estbmatos por milimetro quadrado (Tabela 2).

Resultados semelhantes em relacdo a diferenca na densidade estomatica em diferentes
variedades foram verificados por Cerqueira (1992), estudando o efeito da deficiéncia de agua
na anatomia foliar de gendtipos de mandioca, verificou alta plasticidade na DE para o genotipo
UFLA E, em condic¢6es de deficiéncia hidrica, sendo que o nivel de plasticidade foi diferente
para os diferentes genoétipos estudados. Uma maior quantidade de estomatos por unidade de
area foliar pode conferir a variedade de mandioca uma alta adaptabilidade a ambientes secos
ou de pouca disponibilidade de agua (Connor e Palta, 1981; Castro et al., 2009). Logo, uma
maior DE pode permitir uma abertura estoméatica em um espaco de tempo menor, permitindo
uma captagdo adequada de CO: e reduzindo o tempo em que esses estdbmatos ficam abertos,
diminuindo, consequentemente a transpiracdo, permitindo uma melhor adaptacéo das plantas
de mandioca as condigdes de pouca disponibilidade de agua.

Tabela 2 - Densidade estomatica (estdmatos por mm?) da face abaxial de folhas em diferentes
variedades de mandioca

Densidade Estoméatica

Variedade
(NUmero de estdbmatos mm?)
IAC 12 72,00 cd!
IAC 13 82,00 ab
IAC 14 77,00 bc
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IAC 15 89,00 a
IAC 90 67,00 d
d.m.s 7,32

C.V.(%) 4,91

d.m.s. diferenca minima significativa; C.V. = Coeficiente de variacao.
!Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Os resultados relacionados ao didmetro polar dos estbmatos (DP) apresentaram
interacdo entre os fatores estudados (Tabela 3). A variedade IAC 90 apresentou 0 maior DP na
regido apical da folha (47,66 um), quando comparado as demais variedades. Observa-se
também que ndo ha diferenca significativa entre demais posicGes da folha, 0 que mostra uma
distribuicdo homogénea em relacdo a DP em todo o limbo foliar para esta variedade. Tanto na
regido mediana quanto basal da folha a variedade IAC 12 também apresentou 0s maiores
valores de DP néo diferindo significativamente da IAC 90. Os menores valores de DP foram
observados para a variedade IAC 15 em relacdo as demais variedades. Verifica-se que 0s
menores didmetros estdo na regido apical seguido pela regido basal, com valores de 43,30 um
e 44,30 um respectivamente (Tabela 3).

Segundo Boeger e Wisniewski (2003) a dimensao e a posi¢ao dos estdmatos também
afetam na absorcdo de CO,. A reducdo no tamanho dos estdbmatos € um evento
reconhecidamente importante na regulagédo das trocas gasosas, uma vez que folhas com
estdmatos menores apresentam maior eficiéncia no uso da agua por apresentarem um menor
tamanho dos poros estomaticos, condicionando assim uma menor perda de agua por
transpiracdo (Nejad e Van Meeteren 2005; Pearce et al., 2006).

No entanto, varia¢cbes no comportamento estomatico, em relacdo a sua dimensao, é uma
caracteristica muito variavel em plantas em funcdo do ambiente (Melo et al., 2004), da
constituicdo genetica da espécie (Alves et al.,, 2001; Camargo e Marenco, 2011), e

frequentemente em plantas submetidas a diferentes condicdes de estresses (Castro et al., 2005).
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Tabela 3 - Didmetro polar (um) das regides apical, mediana e basal da face abaxial foliar em
diferentes variedades de mandioca.

Regides da folha

Variedade
Apical Mediana Basal

IAC 12 47,80 cC! 47,86 aA 47,60 aA
IAC 13 45,70 bB 46,23 bAB 46,63 bA
IAC 14 45,07 bA 45,65 bcA 45,13 cA
IAC 15 43,30 cC 45,30 cA 44,30 cB
IAC 90 47,66 aA 47,96 aA 47,90 aA
d.m.s.? 0,89

d.m.s3 0,75

!Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
d.m.s.? para colunas; d.m.s.® para linhas.

Como podem ser observados pela Tabela 4, os maiores diametros equatoriais foram
verificados nas variedades IAC 13, IAC 12 e IAC 90 com DQ de 26,84, 26,32 e 26,32 pum
respectivamente. Para a variedade IAC 14 verificou-se DQ 24,63 pm.

Outra caracteristica adaptativa das plantas em situacdo de estresses em relacao aos seus
estdbmatos é o didmetro equatorial. De acordo com Khan et al., (2003), alteracdes na forma dos
estdbmatos afeta diretamente a funcionalidade dos mesmos, sendo que a forma mais eliptica é
caracteristica de estdmatos funcionais, enquanto que a forma mais esférica esta,
frequentemente, associada a estbmatos com baixa funcionalidade e ambas formas sdo obtidas
de acordo com 0 maior ou menor DQ respectivamente.

Estas afirmagdes corroboram com os resultados de Yukawa et al., (1992), que
observaram diferencas no DQ dos estdmatos do género Dendrobium, para diferentes individuo
como entre os individuos da mesma espécie. Para estes autores o diametro equatorial pode ser
vantajoso como marcador taxondmico de espécies. Alteracdes no DQ de estbmatos de cevada
foram observadas em estudos de alagamento por Yordanova et al., (2005), entretanto, Striker
et al., (2005) nao observaram mudancas na quantidade e no tamanho de estdbmatos em legumes
de regides alagadas. Desta forma pode-se sustentar que as modificagGes estomaticas ndo sdo
muito claras para todas as espécies, mesmo expostas a0 mesmo tipo de alteracdo ambiental, e
que estudar alteracdo anatémica dos estdmatos com diferentes situagdes, pode contribuir tanto
na caracterizacdo de diferentes matérias cultivados quanto sua adaptabilidade em condigdes
adversas.
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Tabela 4 — Diametro equatorial (um) da face abaxial de folhas em diferentes variedades de

mandioca.
] Diametro equatorial
Variedade
(nm)
IAC 12 26,32 ab*
IAC 13 26,84 a
IAC 14 24,63 c
IAC 15 25,62 bc
IAC 90 26,32 ab
d.m.s 1,10
C.V.(%) 3,12

d.m.s. diferenga minima significativa; C.V. = Coeficiente de variagao.
!Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Observando a Tabela 5, verificam-se dois comportamentos em relacdo a funcionalidade
dos estbmatos. Embora, o teste de média utilizado nesta pesquisa ndo agrupa as médias, pode-
se inferir que hd uma distingdo entre dois grupos de variedades de mandioca em relacdo a
funcionalidade dos estbmatos. Variedades como IAC 12, IAC 14 e IAC 90 comp&em 0s maiores
valores de FUN ndo diferindo estatisticamente entre si. Da mesma forma observa que as
variedades IAC 13 e IAC 15 ndo diferem entre si em formam um grupo de menor FUN. Neste
trabalho foi possivel verificar que hd uma relacéo inversa entre DE, DQ e a FUN. Pois observou
que as variedades que apresentaram as maiores densidades de estdmatos ndo foram as mais
funcionais. Da mesma forma para o parametro DQ com excec¢éo apenas da variedade 1AC 90
que apresentou maiores valores de DQ e FUN.

Estes resultados sdo diferentes dos encontrados por Souza et al., (2007) onde, os
gendtipos de mandiocas estudados apresentaram tanto os maiores valores de DE quanto 0s
maiores valores para a FUN. O importante dos resultados da FUN estd na reducdo da
transpiracdo (Barrios e Hernandez, 2003; Souza et al., 2010). A reducéo da transpiracdo foi
observada em plantas que apresentaram alta funcionalidade estomatica (Santiago et al., 2001;
Boeger e Wisniewski, 2003; Souza et al., 2007; Castro et al., 2009).

Tabela 5 — Funcionalidade dos estomatos na face abaxial de folhas em diferentes variedades
de mandioca.

Variedade Funcionalidade
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IAC 12 1,81al
IAC 13 1,72 b
IAC 14 1,84 a
IAC 15 1,73b
IAC 90 1,82a
d.m.s 1,10
C.V.(%) 3,12

d.m.s. diferenga minima significativa; C.V. = Coeficiente de variagao.
!Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Os coeficientes de correlagdo foram classificados como fortes para r>0,70, e que
mostram uma associagdo negativa e significativa (P<0,05) entre os parametros DQ e FUN para
todas as variedades estudadas. No entanto, para os demais parametros nao foi verificado
correlacdo tanto positiva quanto negativa (Tabela 6).

Segundo Rocha (2005), a relagéo entre os DQ e FUN fornece um bom indicativo do
formato dos estdmatos, e a relacdo com a taxa transpiratoria das plantas. De acordo com 0s
resultados desta pesquisa, podemos deduzir que estbmatos menos elipsoides possuem maior
funcionalidade e podem apresentar uma menor transpira¢do, embora ndo tenha sido testada

neste trabalho esta hipétese.

Tabela 6 - Coeficientes de correlagdo entre as variaveis avaliadas nos l6bulos foliares de
diferentes genotipos de mandioca.

Variedades Parametros DP DQ FUN
DE -0,25M 0,27™ -0,35"™
IAC 12 DP 0,26" -0,01"™
DQ -0,96™
DE 0,76" -0,10™ 0,28"
IAC 13 DP -0,24" 0,46"
DQ -0,97™
DE -0,28™ -0,46"™ 0,37™
IAC 14 DP 0,17" 0,18"
DQ -0,93™
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DE 051" 20,347 0,02
IAC 15 DP 0,32" 0,28"
DQ 0,82"
DE 0,36™ 0,55 0,617
IAC 90 DP 0,17" 0,02"
DQ 0,98"

**Significativo pelo teste F, P<0,05; ™ — n&o significativo.

Plantas de mandioca sdo bem adaptaveis as diferentes condi¢cBes do ambiente.
Entretanto, estudos das caracteristicas dos estdmatos demonstram que a folha, drgéo
responsavel pela sintese de carboidratos e principal responsavel pela tuberizacdo da raiz,
apresenta caracteristicas distintas na distribuicdo e dimensdes de seus estdmatos. Portanto,
estudar certos aspectos da anatomia dos estdmatos sera Util no futuro para contribuir na gestao

da cultura da mandioca em diferentes condi¢Ges ambientais.

Conclusodes
H4 diferenca nas dimensdes e na densidade dos estdbmatos em diferentes variedades de
mandioca;
Apenas o didmetro polar dos estdmatos apresenta diferencas em relacéo as regides da
folha.
H& uma forte correlacdo negativa entre didmetro equatorial e funcionalidade dos

estdmatos.
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