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APRESENTACAO

O E-book “Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é
composto por 32 capitulos. Nesse volume, sdo abordados distintos topicos nas
areas de biotecnologia, citologia, genética, saude humana, educacao, importancia
de condicbes ambientais que as espécies estao inseridas, bem como, potenciais
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenario atual de
mudancas ambientais correntes e avancgos tecnoldgicos € extremamente importante
0 uso adequado de técnicas em cada area. Interacoes entre espécies sao dificeis
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relagdo simbidtica
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relacdo. Estudos que
abordam essa tematica sdao muito relevantes para compreensédo da relacdao de
dependéncia ou ndo que os organismos estabelecem para se manterem em um
determinado ambiente.

O E-book também traz capitulos que abordam estratégicas didaticas para
alunos da educacgédo basica e da graduacéo. O ensino de ciéncias precisa ser cada
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de
aula, o uso de modelos confeccionados ou a prépria producdo de material manual
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saude humana se encontra em pauta trazendo o uso de células
tronco para recuperacao do tecido lesionado por queimadura, esse € um avanco
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saude
humana é a manipulacédo de produtos altamente comercializaveis, como acgai na
regiao amazobnica, o qual sugere a pasteurizacdo como tratamento térmico pelas
industrias produtoras.

As aplicacdes de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia,
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia
sao extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas.
Adicionalmente, analises citogenéticas, histoquimicas e toxicoldgicas fornecem
informacgdes que sdo relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capitulos desse livro com muita atencgao,
e desejamos que cada conteudo abordado aqui seja util na vida académica. A
linguagem acessivel e no idioma portugués facilita o acesso tanto para grupos de
pesquisas como para jovens pesquisadores da area cientifica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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RESUMO: O género Microgramma C. Presl,
pertencente a familia Polypodiaceae, sendo
uma das espécies epifitas que apresentam
caracteristicas de resisténcia a dessecacéo.
O presente estudo visa fazer a descricao da
morfologia externa e interna, assim como
caracterizar e localizar os compostos quimicos
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presentes nas folhas de M. vacciniifolia.
As amostras foram coletadas no campus
da Universidade Estadual de Santa Cruz e
as laminas preparadas com cortes a mao
livre e dupla coloracdo com azul de alcian e
safranina. Utilizou-se reagentes especificos
para detectar os compostos quimicos. A raiz
€ protostélica e apresenta epiderme com
pelos absorventes, cértex parenquimatico,
esclerénquima, endoderme, periciclo xilema
e floema alterno. O caule possui epiderme
com escamas e € parenquimatico, com estelo
do tipo dictiostele e meristelos concéntricos.
As folhas apresentam dimorfismo quando
férteis e estéreis, sdo hipoestomaticas e os
estbmatos sdo anomociticos. Anatomicamente
lado

adaxial e mesofilo tendendo a bicolateral, com

apresentam epiderme, hipoderme do
parénquima palicadico pouco distinto, feixes
vasculares tipicos de pteridofitas. As analises
histoquimicas revelaram, como principais
constituintes, os compostos fendlicos tais como
flavonoides, lignina, e taninos, compostos estes
com importantes atividades biologicas.

PALAVRAS-CHAVE: Anatomia, Constituintes

quimicos, Samambaias, Microgramma.

MORPHOLOGY AND HISTOCHEMICAL
STUDY OF THE SPECIES Microgramma
vaccinifolia (LANGSD. & FISCH.) COPEL,
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Polypodiaceae - pteridophy - OCCURING IN THE UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
SANTA CRUZ(UESC) CAMPUS

ABSTRACT: The Microgramma C. Presl genus, belongs to the Polypodiaceae
family,and it is one of the epiphyte species which presents characteristics of desiccation
resistance. This study aims to describe both, external and internal morphology, as
well as characterize and locate the chemical compounds presents in the leaves of M.
vaciniifolia. The samples were collected at the campus of Santa Cruz State University
andthe analysis slides were prepared with freehand cuts and double staining using alcian
blue and safranin. Specific reagents were used to detect chemical compounds. The
root is protosthetic and has absorbent epidermis, parenchymatic cortex, sclerenchyma,
endodermis, xylem pericycle and alternate phloem. The stalk has scaled epidermis and
it is parenchymatic, dictiostelo type and concentric meristeles. When fertile and sterile,
the leaves show dimorphism, are hypoestomatic and its stomata are anomocytic.
Anatomically it has epidermis, hypodermis on the adaxial side and mesophyll tending
to be bilateral, with slightly distinct palisader parenchyma and typical vascular bundles
of pteridophytes. The histochemical analysis has shown, as the main constituents,
phenolic compounds such as flavonoids, lignin and tannins, compounds with important
biological activities.

KEYWORDS: Anatomy, Chemical constituents, Ferns, Microgramma.

INTRODUCAO

Pteridofita € a denominacao do grupo parafilético artificial que abrange outros
dois grandes grupos vegetais, as samambaias e as licofitas (SMITH et al., 2006),
ambas plantas vasculares sem sementes, com ciclo de vida dividido em duas fases
bem definidas, uma gametofitica e outra esporofitica, mais duradoura (PRADO,
1998).

O grupo das pteridofitas possui ampla distribuicdo mundial. Essas plantas
desenvolveram adaptacbes marcantes em meios extremos, sendo encontradas
nos mais distintos ambientes. Muitas espécies sdo cosmopolitas, e vivem
preferencialmente nas regides tropicais do mundo, em locais umidos e sombreados
das matas (RATHINASABAPATHI, 2006).

A familia Polypodiaceae, possui aproximadamente 56 géneros e cerca de
12.000 espécies, abrangendo as samambaias leptosporangiadas (SMITH et al.,
2008). E uma familia pantropical, podendo ocorrer tanto em locais Umidos como
secos. Possui maior diversidade de espécies nas regides de florestas umidas dos
Andes e do sudeste do Brasil. (SANIN, 2006; LABIAK & PRADO, 2008).

O género Microgramma C. Presl sensu Tryon & Tryon (1982), pertencente a
familia Polypodiaceae, encontra-se amplamente distribuido nas regides tropicais do
continente americano e possui aproximadamente 13 espécies (MICKEL & BEITEL
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1988). Sao epifitas de florestas pantanosas e fechadas, com predominéncia de
chuvas, encontradas frequentemente ao longo de rios e riachos (PERES et al., 2009).
Por serem epifitas, possuem raizes sobre as superficies dos forofitos, espalhando-
se pelas cascas das arvores e arbustos e absorvendo a matéria orgénica disponivel.
E caracterizado por folhas glabras ou escamosas, monomoérficas ou dimérficas
(TRYON e TRYON, 1982).

Microgramma vacciniifolia (Langsd. & Fisch.) Copel. é descrita como uma
epifita reptante e/ou hemicriptéfita reptante de distribuicdo neotropical. Pode ser
encontrada como corticicola e/ou rupicola e é facilmente reconhecida por seu
caule longo intensamente revestido por escamas e folhas dimorfas (as estéreis séo
ovadas e as férteis lanceoladas). E conhecida popularmente como erva-silvina, erva-
silveira, erva-tereza, erva-de-lagarto, cipé cabeludo, cipé-peludo. Relatos apontam
esta espécie como um poderoso adstringente, sendo também recomendada para
hemorragias, expectoracdes, diarréias, disenterias, colicas intestinais e hidropsia.
(PERES et al, 2009).

A riqueza de samambaias e licéfitas nas regides tropicais estd associada a
variados microambientes caracterizados por diferentes altitudes, intensidade
luminosa, solos, tipos de rochas e microclimas (MORAN, 1995). Os fatores edéficos,
bidtico e climéaticos determinam estratégias fisioloégicas, anatdmicas e respostas
adaptativas que possibilitam a sobrevivéncia das plantas em diferentes condi¢des
ambientais (DICKISON, 2000). Estudos morfol6gicos e anatdémicos constituem um
forte embasamento para a compreensao dos processos adaptativos, indicando a
influéncia no ecossistema (PINTO et al., 1993).

A utilizacdo da anatomia como subsidio para a taxonomia tem sido efetiva,
inclusive permitindo a identificacdo de material fragmentado ou desprovido de
estruturas reprodutivas. Os dados anatémicos também podem ser utilizados para
identificar tendéncias evolutivas e relacées filogenéticas entre os taxons. (METCALFE
& CHALK, 1983).

O objetivo deste trabalho consistiu em fazer a descricdo da morfologia externa
e interna, assim como caracterizar e localizar os compostos quimicos presentes no

esporofito de Microgramma vacciniifolia.

MATERIAIS E METODOS

Para o presente estudo, foram coletadas amostras de raiz, caule, folhas de
Microgramma vacciniifolia, da familia Polypodiaceae, em éarvores localizadas no
campus da Universidade Estadual de Santa Cruz/UESC lIhéus, Bahia, Brasil (Lat:
-14.796260, Long: -39.174513).

Amostras da regido mediana da lamina foliar; do caule e das raizes foram
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cortadas transversalmente com Iaminas de barbear e auxilio de suporte de isopor.
Os cortes foram clarificados com agua sanitaria comercial a 50% e, apds sucessivas
lavagens com agua destilada, até nao restar cheiro do hipoclorito, corados com azul
de alcian e safranina, e montados entre laminas e laminulas com gelatina glicerinada.
As laminulas foram vedadas com esmalte de unha incolor e as laminas identificadas
com etiquetas adesivas. As fotos das laminas foram feitas através de uma camera
acoplada ao microscopico 6ptico e digitalizadas por meio do software Picostage.

Para as reacdes histoquimicas nas folhas foram usados os seguintes reagentes:
Sudam |ll, para detectar lipidios (SASS, 1951); Lugol, para amido (BERLYN
& MIKSCHE, 1976); Vermelho de Ruténio, para pectinas (JOAHNSEN, 1940);
Cloreto Férrico, para compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940); Vanilina Cloridrica,
para taninos (MACE & HOWELL, 1974); Floroglucinol Acidificado, para lignina
(JOHANSEN, 1940); Reagente de Wagner, para alcaloides (FURR & MAHLBERG,
1981), Azul de Coomassie, para proteinas (FISHER, 1968); Azul de Toludina, para
mucilagem e pectinas (O’BRIEN et al., 1964) e Cafeina + DMACA, para flavonoides
(FEUCHT & SCHMID, 1983).

RESULTADOS

M. vacciniiifolia € uma epifita de caule reptante, longo, com ramificacbes que
permitem que o caule se fixe ainda mais ao foréfito (Fig. 1a, 1c e 1d), de coloracao
verde com uma parte achatada ligada ao foréfito, por onde saem as raizes e outra
arredondada por onde saem as folhas, coberto por muitas escamas de coloracéao
branca. A planta possui filotaxia alterna e as folhas sao curto-pecioladas e dimorfas,
sendo afolha estéril (Fig. 1c-d) ovada com apice arredondado, base cordada, margem
inteira, venagao peninérvia, livres entre si e superficie lisa. A folha fértil (fig. 1a-b) &
lanceolada, com apice agudo, base atenuada, margem inteira, venacéo peninévea,
livres entre si. Os soros estéo localizados na face abaxial das folhas férteis, é de
formato circular e coloracdo amarelada a marrom. Estéo distribuidos em duas fileiras
paralelas, sendo uma de cada lado da nervura central (Fig. 1a-d).

A raiz em corte transversal é circular e apresenta, da periferia para o centro,
epiderme unisseriada com numerosos pelos absorventes, cortex com duas camadas
de células parenquimaticas e duas de esclerénquima, interrompidas na regiao do
protoxilema e endoderme unisseriada com células pequenas e achatadas. No cilindro
vascular o periciclo é formado por uma camada de células e o floema se dispde
alterno ao xilema, pouco diferenciado na raiz (Fig. 2a).

O caule é cilindrico, levemente achatado na face abaxial, tendo uma epiderme
unisseriada com cuticula fina. O corte transversal evidenciou grandes escamas em

formato de hélice que saem de invaginagdes na epiderme. Possui aproximadamente
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quinze camadas de células parenquimaticas no cortex e de quatro a seis meristelos,
em volta de uma medula parenquimatica, sendo um meristelo maior voltado para o
lado adaxial e quatro a cinco menores voltados para o lado abaxial (Fig. 2b).

Os feixes vasculares (meristelos) do caule sdo concentricos anficrivais. O
periciclo é constituido por uma a mais camadas de células quadrangulares. Ao redor
dos feixes ha uma endoderme de células achatadas e uma bainha parenquimatica
que se cora de vermelho pela safranina (Figura 2c).

O corte transversal da folha demonstrou epiderme superior unisseriada com
paredes finas e cobertas por cuticula relativamente delgada, seguida internamente
por uma camada de células diferenciadas com caracteristicas de células aquiferas
(hipoderme). Possui de duas a trés camadas de células de parénquima pali¢cadico,
bem curtas, e de seis a sete camadas de células de parénquima lacunoso. Sob os
estdbmatos sdo observadas camaras subestomaticas amplas. A epiderme inferior é
unisseriada com parede delgada (Fig. 2d-e).

Na nervura central observou-se que na face abaxial existem cerca de quatro a
cinco camadas de células colenquimaticas de tamanhos e formatos diferentes entre si.
Préximo ao feixe vascular, existem cerca de trés camadas de células parenquimaticas
de formato irregular. O feixe vascular da nervura central &€ concéntrico anficrival. O
periciclo possui uma a duas camadas de células de formato irregular e a endoderme
uma camada de células achatadas. Envolvendo o feixe vascular, observa-se uma
camada de células grandes, a bainha, com espessamento em U, com conteudo de
cor castanho-avermelhado (Fig. 2f).

A epiderme do lado adaxial da folha em vista frontal € constituida por células
de formatos variados e paredes anticlinais sinuosas enquanto no lado abaxial estas
possuem paredes mais sinuosas que as da adaxial. Os estdmatos n&o apresentam
células distintas das células epidérmicas sendo, portanto, anomociticos. (Fig. 2g-h).

Os principais compostos encontrados nas folhas em M. vacciniifolia foram os
compostos fendlicos, sendo observados no conteudo das células da bainha dos
feixes vasculares (Fig. 3a), lignina nas paredes das células do xilema (Fig. 3b) e
flavonbides como contetdo de algumas células do parénquima da nervura central e
mesofilo (Fig. 3c-d). Para as outras reagdes realizadas ndo foram obtidos resultados
consistentes.
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Figura 1—a-d. Microgramma vaccinifolia in natura—a. folha fértil; b. folha fértil evidenciando
soros; c. folhas estéreis; d. detalhe da folha estéril e caulecom escamas esbranquigcadas.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 16



Figura 2 — Microgramma vacciniifolia —a. corte transversal da raiz; b. corte tranversal do
caule; c. detalhe de um feixe vascular do caule; d.corte transversal da folha e.detalhe de um
feixe vascular central da folha f. vista frontal da epiderme, lado abaxial; g.vista frontal
da epiderme, ladoadaxial; Barras: a, ¢, f-500um; b, d, e-1000um Legendas:Ce: célula
epidermérmica;Co: colenquima, Eb: epiderme, lado abaxial; Ed: epiderme, lado adaxial;
Ec: esclerénquima,Ed: epiderme adaxial, En: endoderme,Ba: baimha, Ep: epiderme,Et:
estdbmato, Fl: floema, Fv: feixe vascular,Hd: hipoderme adaxial,Pc: parénquima cortical, Pe:
periciclo, Pl: parénquima lacunoso, Pp: parénquima palicadico, Pm: parénquima medular, Xi:
xilema.Barras: a, ¢, e -500um; b,d,f,g —1000um.
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Figura 3—a-c.Testes histoquimicos —a.tanino no contetdo das células da bainha do
feixevascular(triangulo branco); b. lignina na parede do xilema(seta preta);c. flavonoéide no
conteudo de algumas células do colénquima(estrela branca).Barras: a, b -500um; c,
d-1000pm.Legendas: Xi: xilema, Fl:floema, Ba: bainha do feixe vascular, Pa: parénquima,
Co: colénquima, Ep:epiderme.

DISCUSSAO

As andlises morfolégicas do esporoéfito de Microgramma vacciniifolia,
demonstraram dimorfismo foliar, sendo as folhas estéreis menores e mais
arredondadas, enquanto as folhas férteis apresentaram conformacéo mais longa e
estreita. Esse padrao de dimorfismos também foi descrito por Mehltreter (2008) em
for6fitos de M. squamulosa, uma espécie do mesmo género da espécie descrita no
presente estudo. Essa caracteristica é observada em muitas espécies de epifitas
(DE LA SOTA, 1971).

Foi possivel observar uma grande quantidade de escamas cobrindo o caule de
M. vacciniifolia, sendo que a presenca e caracteristica destas auxilia no diagnéstico
e diferenciacdo das espécies pertencentes ao género Microgramma, também
observado em M. squamulosa (SUFFREDINI et al., 2008).

Apresencade hipoderme com caracteristicas de células aquiferas é considerada uma
adaptacao ao ambiente epifito, pois é tipica das folhas xeromérficas e responsavel pelo
armazenamento de agua (KRAUS, 1949, ESAU, 1965), além de ser responsavel pela
manutencdo da temperatura interna da folha (MADISON, 1977). E uma caracteristica
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descrita em muitas espécies da familia Polypodiaceae (TEJERO-DIEZ et al., 2010).

As plantas espifitas sdo geralmente expostas a uma grande incidéncia luminosa e
déficit hidrico, assim, as células grandes e com pouco conteudo interno que formam
o tecido da hipoderme, observado em M. vacciniifolia € um mecanismo especializado
para a absorcdo de luz, pois ajudam na captura de luz difusa, juntamente com a
densidade estomatica. (DE LA SOTA, 1963, DUBUISSON et al., 2009, LARCHER,
2000).

Além disso, A cor acastanhada vista nas células parenquimaticas proximas aos
feixes vasculares trata-se de compostos fendlicos, resultado comprovado pela reacao
com Cloreto férrico (JAIME et al., 2007, OGURA, 1972). Muitos compostos fendlicos
como taninos e flavonoides, também evidenciados pelo teste histoquimico com cafeina
e DMACA no presente estudo, podem apresentar propriedades antimicrobianas
(SCALBERT, 1991, VELURI, et al., 2004). Isso demonstra que os compostos fendlicos
s&o uma adapatacdo contra a herbivoria e a agdo de micoorganismos principalmente
nos feixes vasculares, os quais sdo responsaveis pelo transporte de nutrientes
e substéncias nas plantas. A presenca de compostos fendlicos em M. vacciniifolia
também foi descrito por Peres et al. (2009) em estudo sobre os compostos quimicos e
biologicos da espécie.

Com esta descricdo da espécie podem ser verificadas caracteristicas morfologicas
que favorecem sua adaptacdo aos periodos com escassez de agua e intensa
luminosidade a que se expdem as plantas epifitas, como a hipoderme e a cobertura dos
orgéos com escamas. A presenca marcante de substancias fenoélicas, conhecidamente
caracteristica das pteridéfitas, favorece também esta adaptacdo pela protecdo dos
pigmentos, como protegem a planta de herbivoros e outros predadores. Além disso,
substancias fendlicas possuem atividades biologicas podendo ser testadas, em futuras
pesquisas, sua acao antimicrobiana, antitumoral, entre outras.
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