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RESUMO

SANTOS, Gleyce Marina Moraes. Morfoanatomia foliar em Poaceae. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Biologicas — Botanica tropical). Universidade Federal Rural da
Amazo6nia/Museu Paraense Emilio Goeldi. Belém, Para, 2018.

Poaceae possui espécies que sdo dominantes ecologicos, uma vez que suas estruturas
florais reduzidas e polinizagdo anemdfila, possibilitaram a colonizacdo de todos os
continentes, destacando também sua significativa importancia econdmica. Estudos
anatdbmicos sdo taxonomicamente informativos para essa familia. Nesse contexto, o
objetivo do trabalho € apresentar duas abordagens sobre aspectos anatémicos relevantes
para cada grupo analisado. As amostras das espécies estudadas foram submetidas as
técnicas usuais em anatomia vegetal para microscopia Optica e de varredura, bem como,
a testes histoquimicos. Na primeira abordagem foram caracterizadas as laminas foliares
de dez espécies espontaneas visando fornecer caracteres anatdmicos qualitativos Uteis
para a identificacdo das mesmas. Nesse estudo, foi elaborada uma chave de identificacdo
anatdmica para as espécies estudadas, demonstrando que ha entre estas diferencas
estruturais significativas a nivel qualitativo. No segundo trabalho é caracterizada
anatdmica e histoquimicamente, pela primeira vez, em Pariana campestris Aubl, uma
estrutura secretora presente no apice da bainha, denominada marca lunar. Os resultados
para este estudo sugerem tratar de uma epiderme secretora de mucilagem com provavel
fungéo protecdo. Portanto, o estudo se mostrou relevante dentro de cada abordagem,
fornecendo informagdes anatbmicas novas para a familia.

Palavras-chave: anatomia foliar, estrutura secretora, gramineas, histoquimica, invasoras.



ABSTRACT

Poaceae has species that are ecologically dominant, since their reduced floral structures
and pollination anemophilous, have made possible the colonization of all the continents,
also highlighting their significant economic importance. Anatomical studies are
taxonomically informative for this family. In this context, the objective of the study is to
present two approaches on anatomical aspects relevant to each group analyzed. Samples
of the species studied were submitted to the usual techniques in plant anatomy for optical
and scanning microscopy, as well as histochemical tests. In the first approach the leaf
blades of ten spontaneous species were characterized in order to provide qualitative
anatomical characters useful for their identification. In this study, an anatomical
identification key was developed for the species studied, demonstrating that there are
significant structural differences in the qualitative level. In the second work it is
characterized anatomically and histochemically, for the first time, in Pariana campestris
Aubl, a secretory structure present at the apex of the sheath, denominated lunar mark. The
results for this study suggest treating a mucilage secreting epidermis with probable
defense function. Therefore, the study was relevant within each approach, providing new
anatomical information for the family.

grasses, histochemistry, leaf anatomy, secretory structure, weeds
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CONTEXTUALIZACAO

A familia Poaceae (ou Gramineae) é composta por cerca de 11.500 espécies,
caraterizadas por inflorescéncias com flores associadas a espiguetas, perianto reduzido,
polen com exina ornamentada, embrido lateral diferenciado e cariopse (Soreng et al.,
2017). Sua circunscrigdo esta estabilizada em 12 subfamilias, cujas circunscri¢des sao
bem sustentadas por evidéncias estruturais, embrioldgicas, fisiolégicas e moleculares
(SORENG et al., 2017).

No Brasil, sdo registradas 1482 espécies, sendo a Mata Atlantica (887 espécies),
o0 Cerrado (741 spp.) e a Amazonia (499 spp.) os dominios fitogeograficos que apresentam
0 maior numero de espécies (BFG 2015).

Os membros de Poaceae sao dominantes ecoldgicos, especialmente em ambientes
abertos, uma vez que suas estruturas florais reduzidas e polinizacdo anemofila
possibilitaram a colonizagdo de todos os continentes, inclusive o Antértico, onde ocorre
Deschampsia antarctica E. Desv. (PETERSON, 2005). Viana e Filgueiras (2008) os
consideram componentes béasicos de diversos ecossistemas terrestres, desempenhando
papéis ecologicos variados e contribuindo significativamente com a biodiversidade local.

A importancia econémica das gramineas é bastante expressiva, uma vez que sdo
base da alimentacdo humana (arroz, gréos, cerais), pastagens, forragem, fonte energética
(cana-de-acucar) e matéria prima para constru¢do civil (bambus) (WATSON &
DALLWITZ, 1994). Contudo, a ampla diversidade de espécies associa-se a
complexidade da sua taxonomia, pois esta é fundamentada principalmente em caracteres
morfolégicos das espiguetas e inflorescéncias, estruturas muitas vezes diminutas e de
dificil visualizacdo ao olho desarmado. A dificuldade na obtencdo de material fértil ou a
incongruéncia de evidéncias morfoldgicas e moleculares tornam a sistematica e filogenia
do grupo ainda mais desafiadora (LONGHI-WAGNER, 2012).

Estruturas anatdmicas sdo taxonomicamente informativas em Poaceae,
(METCALFE 1960; ELLIS 1976; JUDZIEWICZ et al., 1999; LEANDRO, 2016) e
frequentemente consideradas em estudos filogenéticos (CLARK et al., 2000; SANCHEZ-
KEN et al., 2007; SORENG et al., 2017). Por outro lado, algumas estruturas ainda
carecem de uma caracterizagdo precisa, apesar do constante crescimento de trabalhos
anatomicos envolvendo espécies do grupo (LEANDRO et al.2016).

Dessa forma, a constante busca por caracteristicas vegetativas que auxiliem na
taxonomia da familia apoia-se, historicamente, além de caracteres macromorfoldgicos,

em informacOes de anatomia da lamina (COSTA et al., 2006). Trabalhos como os de



15

Duval-Jouve (1875), Schwendener (1890) e Avdulov (1931) foram pioneiros nesta linha
e forneceram a base para estudos comparativos sobre a anatomia da lamina foliar na
familia. Na década de 50, Brown (1958) estabeleceu caracteristicas sistematicamente
Uteis para a familia e determinou seis grandes grupos baseado em uma combinacéo unica
de caracteres da lamina foliar examinados em sec¢des transversais. Metcalfe (1960),
forneceu descri¢fes anatdmicas gerais e diagndsticas da epiderme e mesofilo de varios
taxons, bem como ilustracdes que foram um dos subsidios para a padronizagédo
terminologica estabelecida mais tarde por Ellis (1976, 1979). Anos depois, Ellis (1987)
apresentou uma revisao sobre a aplicabilidade das estruturas anatdmicas da lamina foliar
na sistematica da familia, demonstrando a importancia desses caracteres para definir e
delimitar as cinco subfamilias reconhecidas na época.

Estruturas secretoras também sdo importantes para a delimitacdo de grupos, em
Poaceae. Ainda que sejam pouco estudadas, as secrecdes séo produzidas e acumuladas
em microtricomas (AMARASINGHE & WATSON, 1988), nas células individuais
adjacentes a tecidos fotossintéticos e ndo fotossintéticos e entre feixes vasculares
(Lewinsohn et al., 1998), em elaiosomos (Bresinsky, 1963; Berg, 1985; Davidse, 1987;
Morrone et al., 2000), ou em nectéarios extraflorais (LINDER et al., 1990).

Diante deste panorama, o presente trabalho apresenta uma temaética voltada
anatomia e histoquimica de estruturas vegetativas de Poaceae. A dissertacdo encontra-se
estruturada sob a forma de artigos cientificos conforme as normas da Universidade
Federal Rural da Amazobnia. Cada artigo segue as normas do periédico que serad
submetido.
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Resumo

Poaceae possui muitas espécies enquadradas como espontaneas ou invasoras e a correta
identificacdo das espécies é de extrema importancia para definicdo de quaisquer proposta
de manejo ou controle, pois cada uma apresenta um potencial competitivo distinto.
Entretanto, muitas vezes a identificacdo dos individuos dessa familia ndo é tarefa simples,
pois sua taxonomia é baseada principalmente nos caracteres morfoldgicos das espiguetas
e inflorescéncias, estruturas que nem sempre estdo disponiveis nos espécimes. Nessse
contexto, objetivou-se caracterizar comparativamente as laminas foliares de 10 espécies
de Poaceae espontéaneas, visando fornecer caracteres anatdmicos qualitativos Uteis para a
identificacdo das mesmas. As amostras foram submetidas as técnicas usuais em anatomia
vegetal para microscopia eletrdnica de varredura e Optica e 0s caracteres e estados de
caracteres foram gerenciados com o uso do programa Xper2. Observou-se que todas as
espécies sdo anfiestomaticas, com epiderme uniestratificada recoberta por cuticula
espessa e oito espécies possuem bainha Kranz. A auséncia de quilha na nervura central
mostrou-se restrita a trés espécies. Neste grupo, o arranjo das células buliformes, presenca
ou auséncia de papilas, contorno e fibras no bordo foram capazes de diferenciar as
espécies. Comparativamente, dentre aquelas que apresentaram quilha na nervura central,
as caracteristicas do bordo também se mostraram informativas, somadas a ocorréncia de
macrotricomas e sulcos na epiderme. Elaborou-se uma chave de identificacdo anatdmica
para as espécies estudadas, demonstrando que ha entre estas diferencas estruturais
significativas a nivel qualitativo.

Palavras-chave: anatomia, Gramineae, invasoras, lamina foliar.



21

Abstract

Poaceae has many species classified as spontaneous or invasive and the correct
identification of species is extremely important to define any management or control
proposal, since each one presents a distinct competitive potential. However, the
identification of the individuals of this family is often not a simple task, since its
taxonomy is based mainly on the morphological characters of the spikelets and
inflorescences, structures that are not always available in the specimens. In this context,
the objective was to characterize comparatively the leaf blades of 10 spontaneous Poaceae
species, aiming to provide qualitative anatomical characters useful for their identification.
The samples were submitted to the usual techniques in plant anatomy for scanning and
optical electron microscopy and the characters and character states were managed using
the Xper2 software. It was observed that all species are amphistomatic, with unstratified
epidermis covered by thick cuticle and eight species have Kranz sheath. The absence of
keel in the central vein was restricted to three taxa. In this group, the arrangement of the
buliform cells, presence or absence of papillae, contour and fibers on the border were able
to differentiate the species. Comparatively, among those that presented keels in the central
vein, the characteristics of the border were also informative, added to the occurrence of
macrotricomas and furrows in the epidermis. An anatomical identification key was
developed for the species studied, demonstrating that there are significant structural
differences among these species at the qualitative level.

Key words: anatomy, Gramineae, identification, leaf blade, weeds.
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Introducéo
Poaceae possui muitas espécies colonizadoras de locais perturbados que, em geral,
produzem grande nimero de descendentes, com poder de disperséo a grandes distancias,
capazes de modificar a composicdo floristica do ambiente em detrimento de plantas
nativas, sendo portanto, enquadradas como plantas invasoras ou espontaneas (Magnusson
2006). Estas crescem ndo apenas em ambientes nativos, como também areas preparadas
pelo homem, como canais de irrigacao, pastagens e lavouras (Kissmann 1997). Uma vez
que promovem interferéncia negativas aos cultivos com desenvolvimento pleno dentro
do ambiente de lavoura, acarretando reducGes de produtividade, essas plantas também
podem ser chamadas de plantas daninhas (Vasconcelos et al. 2012).

Cada espécie apresenta um potencial competitivo diferente em relagéo as plantas
cultivadas ou nativas, por isso a correta identificacdo dessas plantas é necessaria, além de
ser fundamental para a escolha do método de controle eficiente (Cruz et al. 2009;
Sanchotene 2012). Entretanto, muitas vezes a identificacdo dos individuos dessa familia
ndo é tarefa simples, pois sua taxonomia € baseada principalmente nos caracteres
morfologicos das espiguetas e inflorescéncias, estruturas que nem sempre estdo
disponiveis nos espécimes (Longhi-Wagner 2012).

Dessa forma, a busca por caracteristicas vegetativas, que auxiliem na taxonomia
de Poaceae € um subsidio importante para a identificacdo de espécies, destacando a
anatomia da lamina foliar que tem sido util e citadas em diversos trabalhos (Metcalfe
1960; Calderdn e Soderstrom 1973; Ellis 1976; Snow 1996; Oliveira et al., 2008; Pelegrin
et al., 2009; Jesus Junior et al. 2012; Viana et al. 2013; Alicioni et al. 2016; Leandro et
al. 2016).

Considerando a caréncia de dados anatdbmicos sobre o grupo especifico, objetivou-

se caracterizar comparativamente as laminas foliares de 10 espécies de Poaceae
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espontaneas, visando fornecer caracteres anatémicos qualitativos Uteis para a

identificacdo das mesmas.

Material e métodos

O estudo foi realizado com 10 espécies espontaneas amostradas em area de
pastagem cultivada na Fazenda Felisberto Camargo (01°26° 42.27” S € 48°25°12.30” W)
(Tabela 1), de propriedade da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, Para. A escolha das
espécies se deu baseada em literatura especializada, destacando os trabalhos de Duarte &
Deuber (1999), Modesto janior & Mascarenhas (2001), Souza & Poletto (2007) e Galvao
et al. (2011). Amostras de individuos férteis foram incorporadas ao IAN (Herbario da
Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Para) e ao MG (Herbario do Museu Paraense Emilio

Goeldi, Belém, Pard).

Tabela 1. Lista das espécies estudadas.

Espécies Voucher
Acroceras zizanioides (Kunth) Dand IAN 194504; MG 201504
Digitaria bicornis (Lam.) Roem. & Schult IAN 194498: MG 201508
Eleusine indica (L.) Gaertn IAN 194502;: MG 201509
Homolepis aturensis (Kunth) Chase IAN 194506: MG 201506
Paspalum conjugatum P.J. Bergius IAN 194507; MG 201503
Paspalum maritimum Trind. IAN 194501; MG 201501
Paspalum melanospermum Desv. ex Poir IAN 194493; MG 201516
Paspalum virgatum L. IAN 194508; MG 201515
Urochloa maxima (Jacg.) R. D. Webster IAN 194505; MG 201522

Sporobolus indicus (L.) R.Br IAN 194494: MG 201512
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Foram coletadas amostras da lamina foliar de quatro individuos por espeécie,
totalmente expandidas, entre o terceiro e 0 quinto no. Estas foram fixadas em FAA
(Formaldeido-Acido acético-Alcool etilico 50%; Johansen 1940). Posteriormente, o
material foi desidratado em série alcoolica de butilico-terciario, para inclusdo em
Paraplast (Paraplast® Embedding Media, Oxford Lab., USA; Johansen 1940). Em
seguida, seccionados em secBes transversais (12 pum) em microtomo rotativo semi-
automatico (Leica®, RM 2245). Os cortes obtidos foram corados em Safranina e azul de
Astra (Gerlach 1969) e montadas em resina sintética (Entellan®, Merck, USA).

Na descricdo anatbmica, a terminologia utilizada seguiu os trabalhos de Ellis
(1977; 1979) e Graciano-Ribeiro et al. (2006). Os caracteres e estados de caracteres foram
gerenciados através do software Xper2®, assim como a confeccdo da chave de
identificacéo.

Observacdes e fotomicrografias foram feitas em microscopio luz (Zeiss, Axiolab)
com auxilio de camera digital (Canon Power Shot A640). Para o estudo de microscopia
eletrnica de varredura, as amostras foram isoladas e desidratadas em série etilica, ponto
critico seco com CO2 (Bozzola & Russel 1992), montadas em suporte de e aluminio
(stubs) e revestidas por pulverizacdo catddica com uma camada de ouro com 15 nm de
espessura (Robards 1978). A captura de imagem foi realizada em um aparelho SIGMAVP
(Zeiss, Cambridge, Reino Unido), no Laboratério de Microscopia Eletronica de

Varredura da Universidade Federal do Para.

Resultados
A lamina foliar de todas as espécies estudadas, sdo anfiestomaticas e possuem
epiderme formada por células longas e curtas (Fig. 1 A-J e 2A-J). As células curtas

ocorrem como corpos de silica ou células suberizadas e as vezes como células silico-
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suberosa na zona intercostal (Fig. 1A, H, 1). Células epidérmicas papilosas ocorrem na
face abaxial de Urochloa maxima (Fig. 21) e Digitaria bicornis (Fig. 2J). Macrotricomas
unicelulares estdo presentes na face adaxial de Paspalum maritimum (Fig. 1C) e Eleusine
indica (Fig. 1E), bem como, em ambas as faces de P. conjugatum (Fig. 1D, 2D).
Microtricomas bicelulares do tipo panicoide sdo ausentes apenas em P. maritimum (Fig.
C,2 C) e E. indica (Fig. 1D, 2 D). Espinhos ocorrem ambas as face de D. bicornis (Fig.
1J, 2J) e estdo presentes na epiderme adaxial da maioria das espécies estudadas exceto
em P. maritimum, P. melanospermum e Acroceras zizanoides.

Epiderme uniestratificada, recoberta por cuticula espessa, em ambas as faces, com
células retangulares foi comum a todas as espécies. Na face adaxial, notou-se a formacéo
de sulcos em E. indica (Fig. 3B), Sporobolus indicus (Fig. 3E), A. zizanoides (Fig. 3H),
H. aturensis (Fig. 3L) e U. maxima (Fig. 30). Somente nestas espécies e em P. virgatum
(Fig. 4E) as células buliformes localizam-se na regido intercostal da face adaxial
arranjadas em forma de leque. Em P. conjugatum (Fig. 4H), P. maritimum (Fig. 4B) e P.
melanospermum (Fig. 4L) e em D. bicornis (Fig. 40) tais células ocorrem em ambas as
faces, arranjadas lado a lado de forma continua.

Em secdo transversal, a nervura central da lamina foliar da maioria das espécies
apresenta parénquima aclorofilado desenvolvido formando quilha nessa regido e
promovendo o deslocamento do feixe vascular central em direcdo a face abaxial (Fig.
3A, D, O; 4 A, D, G, J). Esta caracteristica foi ausente somente em A. zizanoides (Fig.
3G), Homolepis aturensis (Fig. 3J) e D. bicornis (Fig. 4N).

No mesofilo, parénquima clorofiliano poliédrico disposto de forma compacta e
radiada nos feixes vasculares envolvidos por uma bainha, caracteriza a anatomia Kranz e

ocorre em todas as espécies estudadas.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-69842016000300708#f01
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Os feixes vasculares colaterais voltados ligeiramente para a face abaxial séo
comuns a todas as espécies, no entanto a maioria possui feixes de 12, 22 e 32 ordem, exceto
A. zizanoides (Fig. 3E), H. aturensis (Fig. 3J) e D. bicornis (Fig. 40) onde ocorrem
somente feixes de 12 e 22 ordem. A extensdo de bainha esclerenquimatica do feixe
vascular de 12 ordem ocorre entre as duas faces em oito espécies, enquanto que em A.
zizanoides (Fig. 3E), H. aturensis (Fig. 3J) e D. bicornis (Fig. 40) encontram-se voltadas
para a face abaxial.

Os bordos possuem carateristicas semelhantes ao mesofilo, distinguindo-se pela
quantidade de camadas de fibras esclerenquimaticas, com muitas camadas (mais de 10)
em A. zizanoides (Fig. 3E) e U. maxima (Fig. 30), poucas camadas (menos de 10) nos
demais bordos. Quanto ao formato, nas espécies de Paspalum (Fig. 4 A-M) e em A.
zirzanoides (Fig. 3E) os bordos apresentaram-se retos e nas demais espécies involutos.
Tricoma terminal no bordo ocorre somente em P. virgatum (Fig. 4F). As caracteristicas
da lamina foliar Gteis para identificar espécie encontram-se sumarizadas na tabela 2.

Combinando os caracteres da ldmina foliar acima descritos foi possivel elaborar a

seguinte chave de identificacdo anatbmica para as espécies espontaneas de Poaceae:

1) Nervura central sem formacéo de quilha
2.1) Células buliformes arranjadas de forma continua; presenca de papilas na face
ADAXIAL ... Digitaria bicornis
2.2) Células buliformes arranjadas em leque; auséncia de papilas na face abaxial
3.1) Bordo reto; e com mais de 10 camadas de fibras esclerenquimética
.......................................................................................... Acroceras zizanoides
3.2) Bordo involuto; e com menos de 10 camadas de fibras

ESCIEreNQUIMALICAS. ........ecvveieeeie e Homolepis aturensis

1.2) Nervura central com a formacéo de quilha
2.1) Bordo reto
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3.1) Espinhos presentes no bordo; células buliformes nas zonas intercostais em
JEQUE. ... Paspalum virgatum
3.2) Espinhos ausentes no bordo; células buliformes arranjadas de forma
continua
4.1) Macrotricomas unicelulares presentes em ambas as faces ou apenas
na face adaxial
5.1) Macrotricomas unicelulares em ambas as faces......
...................................................................... Paspalum conjugatum
5.2) Macrotricomas  unicelulares  apenas na  face
AAAXIAL....ceee Paspalum maritimum

4.2) Macrotricomas unicelulares ausentes........ Paspalum melanospermum

2.2) Bordo involuto
3.1) Fibra esclerenquimaética do bordo com menos de 10 camadas
4.1) Sulcos presentes em ambas as faces...........ccccceevveenee. Eleusine indica
4.2) Sulcos apenas na face adaxial...............ccccceevvernenen. Sporobolus indicus
3.2) Fibra esclerenquimatica do bordo com mais de 10 camadas

................................................................................................. Urochloa maxima
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Tabela 2. Caracteristicas morfoanatdmicas das laminas das folhas Uteis para identificagdo das

espécie de Poaceae estudadas.

Caracteristica/Espécie (1]2]3]4|5]6]7]8]9]10]
Vista geral

Nervura central com formagéo de quilha -+ - -+ + + + + o+
Formac&o de sulco na face adaxial + + - + + 4+ - - - 4
Formacédo de sulco na face abaxial + 4+ - + + - - - - .
Epiderme

Papilas e
Células buliformes na regido intercostal + + - - + - - - 4+ +
Células buliformes em toda a epiderme - -+ o+ -+ o+ o+ - -
Células buliformes arranjadas em forma de leque + + - - 4+ - - -+ 4+
Células buliformes arranjadas de forma continua - -+ + -+ + + - -
Macrotricomas unicelulares na face abaxial i
Macrotricomas unicelulares na face adaxial S T I
Microtricomas bicelulares na face abaxial + -+ + + - - -+ -
Microtricomas bicelulares na face adaxial + - + 4+ + + - - + 4+
Espinhos na face abaxial .
Espinhos na face adaxial -+ + + + + - -+ 4+
Mesofilo

Feixes vasculares somente de 12 e 22 ordem + -+ + - - - - - .
Feixes vasculares de 12, 22 e 32 ordem -+ - -+ + 4+ + o+ O+
Extensdo de bainha do feixe (12 ordem) voltada para a face abaxial - -+ o+ - -+ - - -
Extensdo de bainha do feixe (12 ordem) em ambas as faces + + - - + 4+ - + + +
Bordo

Bordo foliar involuto -+ + + + - - - -+
Bordo foliar reto + - - - -+ o+ 4+ o+ -
Fibra esclerenquimatica com mais de 10 camadas + - - - 4+ - - - - -
Fibra esclerenquimética com menos de 10 camadas -+ + + -+ + o+ o+ 4+
Tricoma terminal ou gancho no bordo e

1. Acroceras zizanoides; 2. Eleusine indica; 3 Digitaria bicornis; 4. Homolepis aturensis; 5. Urochloa
maxima; 6. Paspalum conjugatum; 7. Paspalum maritimum; 8. Paspalum melanospemum; 9.

Paspalum virgatum; 10. Sporobolus indicus. (+) presenca; (-) auséncia.
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Figuras 1. Superficie das laminas foliares da face adaxial das espécies invasoras de
Poaceae. A. Paspalum melanospermum; B. Paspalum virgatum; C. Paspalum
maritimum; D. Paspalum conjugatum; E. Eleusine indica; F. Sporobolus indicus; G.
Homolepis aturensis; H. Acroceras zizanoides; 1. Urochloa maxima; J. Digitaria
biconis. (Csi: células silicificadas; Csu: célula suberosa; Esp: espinho; Ma:
macrotricoma unicelular; Mi: microtricoma bicelular). Barras:100 pum (D); 20pum (A,
B,C,E, F, H,11J); 10 um (G).
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Figuras 2. Superficie das laminas foliares da face abaxial de espécies invasoras de
Poaceae. A. Paspalum melanospermum; B. Paspalum virgatum; C. Paspalum
maritimum; D. Paspalum conjugatum; E. Eleusine indica; F. Sporobolus indicus; G.
Homolepis aturensis; H. Acroceras zizanoides; |. Urochloa maxima; J. Digitaria
biconis. (Cep: cera epicuticular; Csi: células silicificadas; Ma: macrotricoma; Mi:
microtricoma; Pap: papila). Barras:100 um (D); 20 um (A, B, C, E, F, G, H, I, J).
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Figura 3. Secdo transversal da nervura central (A, D, G, J, N), mesofilo (B, E, H, L, O)
e bordo foliar (C, F, I, M, P) das espécies invasoras de Poaceae estudadas. A-C. Eleusine
indica evidenciando quilha na nervura central, sulcos em ambas as faces e bordo com
poucas fibras em; D-F. Sporobolus indicus evidenciando quilha na nervura central, sulcos
na face adaxial da epiderme e bordo com poucas fibras em; G-I. Acroceras zizanoides
com auséncia de quilha na nervura central, sulcos em ambas as faces e bordo com muitas
fibras em; J-M. Homolepis aturensis com auséncia de quilha na nervura central, sulcos
em ambas as faces e bordo com poucas fibras em; N- P. Urochloa maxima com quilha na
nervura central, sulcos em ambas as faces e bordo com muitas fibras em. (Esp: espinhos;
Cb: células buliformes; Fi: fibras; Fv1: feixe de 1* ordem; Fv2: feixe de 2* ordem; Fv3:
feixe de 3% ordem; Pa: parénquima aclorofilado; su: sulco). Barras = 100 um (A, D, G, J,
N); 30 um (B, C, E,F, H, I, L, M, N, O, P).
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Figuras 4. Secao transversal das nervuras centrais (A, D, G, J, N), mesofilo (B, E, H,
L, O) e bordo foliar (C, F, I, M, P) das espécies invasoras de Poaceae estudadas. A-C.
Paspalum maritimum com quilha na nervura central, auséncia de sulcos e bordo reto
com poucas fibras em; D-F. Paspalum virgatum com quilha na nervura central,
auséncia de sulcos e bordo reto com espinho e poucas fibras; G-1. Paspalum
conjugatum Quilha na nervura central, auséncia de sulcos e bordo reto com poucas
fibras em; J- M. Quilha na nervura central, auséncia de sulcos e bordo reto com poucas
fibras em Paspalum melanospermum; N-P. Digitaria biconis Auséncia de quilha na
nervura central, auséncia de sulcos e bordo involuto com poucas fibras em (Cb: células
buliformes; Esp: espinhos; Fi: fibras; Fv1: feixe de 1* ordem; Fv2: feixe de 2* ordem,;
Fv3: feixe de 3* ordem; Pa: parénquima aclorofilado). Barras = 100 um (A, D, G, J,
N); 30 um (B, C, E,F, H, [, L, M, N, O, P).
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Discussao

Os resultados demonstraram que os caracteres anatdbmicos foram Uteis para identificacdo
das espécies estudadas. Feixes vasculares colaterais, estdbmatos paraciticos, presenca de corpos
silicosos e células longas de paredes sinuosas foram comuns a todas as espécies e sdo tipicas
de Poaceae (Metcalfe 1960; Ellis 1976).

Observou-se também que todas sdo anfiestomaticas com epiderme uniestratificada
recoberta por cuticula espessa e possuem bainha Kranz. Tais caracteristicas sdo comum em
plantas de ambientes xéricos segundo Fahn & Cutler (1992), conferindo-lhes um alto grau de
competitividade em relacéo as plantas cultivadas.

A auséncia de quilha na nervura central foi caracteristica exclusiva de Acroceras
zizanoides, Digitaria bicornis e Homolepis aturensis. Confirmando que caracteristica foi um
fator que ndo sofreu variacdo ambiental, portanto pode ser utilizada para separar grupos
conforme foi demonstrado por Aliscioni e Denham (2008). Nas trés espécies acima
mencionadas, o arranjo das células buliformes, presenca ou auséncia de papilas e formato do
bordo foram uteis para a diferenciacdo de cada uma. Shields (1951), destacou que o tamanho e
a forma das células buliformes podem ser influenciados por fatores ambientais, contudo Ellis
(1976) ressaltou que o arranjo e distribuicdo dessas células podem auxiliar na separacao grupos.
A diferenca em relacdo ao contorno do bordo, reto ou involuto, foi anteriormente utilizada para
separar diversos grupos em Poaceae (Oliveira et al. 2009; Ahmad et al. 2010; Hefler & Longhi-
Wagner 2010). E as papilas segundo Leandro et al. (2016), se combinadas com outras
caracteristicas, como é o caso, podem ser taxonomicamente informativas.

Comparativamente, dentre as espécies que apresentaram nervura central com formagéo
de quilha, as espécies de Paspalum diferenciaram-se das demais por apresentar bordo reto,
concordando com caracteristicas descritas por Aliscioni (2000) para o género, este autor

também mencionou diferencas entre espécies quanto a ornamentacdo dessa regido, tais
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diferencas foram observadas nesse estudo, uma vez que a presenca de espinho ocorreu apenas
em P. virgatum.

As demais espécies de Paspalum foram diferenciadas por caracteres micromorfoldgicos
da epiderme. Palmer e Tucker (1981) demonstraram que informacdes sobre a epiderme foliar
revelam importantes informacgdes taxondémicas em Poaceae, inclusive em niveis taxonémicos
mais baixos, como infragenérico (Davila & Clark 1990), e até infra-especifico (Hilu 1984).
Assim, a presenca de macrotricomas em ambas as faces da epiderme caracterizou P.
conjugatum, enquanto que em P. maritimum ocorreram apenas na face adaxial e foram ausentes
em P. melanospernum.

Nas espécies com bordo involuto, somente U. maxima apresentou mais de 10 camadas
de fibras na regido. A quantidade de fibras na extremidade do bordo também foi utilizada por
Ma et al. (2005) e Oliveira et al. (2009) para dividir as espécies de Aniselytron Merr. e de Briza
L., reforcando assim a utilidade dessa caracteristica. Em seguida, a presenca de sulcos em
ambas as faces da epiderme de E. indica foi o Unico caractere que a distinguiu de S. indicus,
onde ocorreram somente na face adaxial. Essa caracteristica relacionada a condicGes ecoldgicas
e considerada um carater xeromérfico de importancia taxonomica (Ellis 1976; Aliscioni 2000).

Portanto, as caracteristicas comuns mostraram-se importantes a caracterizacao geral das
espécies, ampliando o conhecimento sobre as mesmas. Ja as diferencas anatémicas qualitativas

encontradas foram uteis a identificacdo de cada espécie conforme demonstrado na chave.
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Resumo

Pariana Aubl. constitui um grupo de bambus herbaceos, que apresenta uma estrutura
epidérmica peculiar no apice da bainha foliar denominada marca lunar e considerada uma
caracteristica importante na delimitacdo taxonémica de Parianinae. Apesar disso, sua
caracterizagdo estrutural bem como qualquer tipo de especulacdo quanto a funcdo € ausente na
literatura. Diante deste cenario, objetivou-se caracterizar a estrutura e histoquimica da marca
lunar em Pariana campestris, adicionando informac@es sobre sua possivel funcdo. As amostras
foram submetidas as técnicas usuais em anatomia vegetal para microscopia eletrénica de
varredura e dptica e a secrecdo foi analisada por testes histoquimicos. Observou-se que a marca
lunar possui formato oblongo, é projetada acima do nivel da epiderme com paredes periclinais
externas lisas e sinuosas. Em secdo transversal, a estrutura é formada por epiderme em palicada
de uma camada, com células de colunas elevadas, citoplasma denso, nucleos evidentes e
associadas a extensdes vasculares formadas por células esclerenquimaticas de duas a quatro
camadas que se diferenciam ao longo da epiderme secretora de origem protodérmica
assincronica. Testes histoquimicos detectaram mucilagens e proteinas na secre¢cdo. Com base
na estrutura e histoquimica foi possivel caracterizar a marca lunar como uma epiderme
mucilaginosa com provavel funcédo de protecao.

Palavras-chave: anatomia, bambu, histoquimica, marca lunar, taxonomia.
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Abstract

Pariana Aubl. is a group of herbaceous bamboos that presents a peculiar epidermal structure at
the apex of the leaf sheath, called the lunar mark and considered an important feature in the
taxonomic delimitation of Parianinae. Despite this, its structural characterization as well as any
type of speculation regarding its function is absent in the literature. In view of this scenario, the
objective was to characterize the structure and histochemistry of the lunar mark in three species
of Pariana, adding information about its possible function. The samples were submitted to the
usual techniques in plant anatomy for scanning and optical electron microscopy, and the
secretion was analyzed by histochemical tests. It has been observed that the lunar mark has an
oblong shape, is projected above the level of the epidermis with smooth and sinuous external
periclinal walls. In cross section, the structure is formed by palisade epidermis of a layer, with
cells of high columns, dense cytoplasm, evident nuclei and associated to vascular extensions
formed by sclerenchymatic cells of two to four layers that differentiate along the secretory
epidermis of proto-dermal origin. Histochemical tests detected mucilages and proteins in the
secretion. Based on the structure and histochemistry it was possible to characterize the lunar
mark as a mucilaginous epidermis with probable defense function.

Key words: anatomy, bamboo, histochemistry, lunar mark, taxonomy.
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Introducéo

Pariana Aubl. constitui um grupo de bambus herbaceos (Bambusoideae, Olyreae,
Parianinae) composto por 35 espécies, distribuido da Costa Rica até o norte da América do Sul
(Kellogg 2015). Sédo plantas tipicas de sub-boque de florestas, que crescem em areas em
regeneracdo, como capoeiras, beiras de estradas e beiras de rios (Judziewicz 1999).

O género é caracterizado por inflorescéncia espiciforme formada por verticilos
sobrepostos de espiguetas masculinas circundando uma espigueta feminina; fimbrias na
transicdo entre a bainha foliar e peciolo; e a presenca de uma estrutura epidérmica peculiar no
apice da bainha foliar, denominada por Hollowell (1987) como marca lunar.

A importancia de caracteres anatbmicos para a sistematica de Poaceae, € ha tempos
ressaltada na literatura (Metcalfe 1960; Ellis 1976). Em Bambusoideae, atributos anatbmicos
constituem possiveis sinapomorfias de grandes grupos, por exemplo, a presenca de fibras
intercostais na subtribo Arthrostylidiinae (Bambusae) (Soderstrom & Ellis 1987); aparato
estomatal com duas papilas em cada célula subsidiaria na subtribo Chusqueinae (Bambusae)
(Fischer et al. 2009); e também a presenca da marca lunar nas espécies de Pariana (Ferreira et
al. 2013).

Recentemente, duas espécies descritas anteriormente como Pariana, mas que nao
possuem a marca lunar, foram transferidas para o género Parianella Hollowell et al.
(Parianinae), com base em dados morfolégicos, biogeograficos e de filogenia molecular
(Ferreira et al. 2013), demonstrando que esta caracteristica reflete as relacdes de parentesco e
biogeografia do género e, consequentemente a importancia da marca lunar na delimitagéo
taxondmica de Parianinae.

Apesar disso, nos deparamos com uma literatura cuja caracterizacao estrutural, bem
como qualquer tipo de especulacdo quanto a funcdo da marca lunar em Pariana, € ausente. As

poucas definicGes, baseadas apenas em aspectos morfoldgicos, referem-se a marca lunar como:
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pares de cicatrizes circulares (Hollowell 1987) e protuberancias translucidas (Kellogg 2015).
Neste trabalho objetiva-se caracterizar a estrutura anatbmica e histoquimica da marca lunar em

Pariana campestris ocorrentes na Amazonia brasileira.

Material e métodos

O material botanico foi coletado em trés diferentes municipios do estado do Para:
localizados no Parque Ecologico de Gunma , municipio de Santa Barbara (S 01° 13* 1” W 48°
17°41”), no Parque Estadual do Utinga, municipio de Belém (S 01°23'13" W 48°23'50") a
margem da estrada em area de capoeira, no municipio de Vigia (S 01°00* 49.1” W 48°07'48.8”).
Foram coletadas amostras da bainha foliar, com a marca lunar evidente, nos trés primeiros
estagios de desenvolvimento de cada individuo, referidos como 1° né (o mais apical), 2° n6 e
3° no subsequentes. As amostras de individuos férteis foram incorporadas ao herbario MG, do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém-PA sob os seguintes vouchers: MG 201930, MG
201934, MG 213044.

Parte das amostras foram fixadas em FAA (Formaldeido-Acido acético-Alcool etilico
50%; Johansen 1940), para preservar os compostos hidrofilicos. Outra parte foi fixada FNT
(Formalina Neutra Tamponada; Lillie 1965), para preservar os compostos lipofilicos.
Posteriormente, o material foi desidratado em série alcodlica de butilico-terciario, para incluséo
em Paraplast (Paraplast® Embedding Media, Oxford Lab., USA) (Johansen 1940). Em seguida,
seccionados em secdes transversais (14-16 pum) em micrétomo rotativo semi-automatico
(Leica®, RM 2245). Os cortes obtidos foram corados em Safranina e azul de Astra (Gerlach
1969) e montadas em resina sintética (Entellan®, Merck, USA).

Para detectar a natureza quimica dos produtos naturais presentes na secre¢do foram
realizados os seguintes testes histoquimicos: PAS (&cido periddico/reagente de Schiff) para

polissacarideos totais (McManus 1948), vermelho de ruténio para mucilagens acidas (Johansen
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1940), acido tanico/cloreto férrico para mucilagens neutras (Pizzolato & Lillie 1973), preto de
Suddo B para lipidios totais (Pearse 1985), cloreto férrico para compostos fendlicos totais
(Johansen 1940), vanilina cloridrica para taninos (Mace & Howell 1974), reagente de
Dragendorff para alcaloides (Yoder & Mahlberg 1976), azul brilhante de Coomassie para
proteinas totais (Fisher 1968). Os controles dos testes foram realizados conforme protocolo
padrdo, e as laminas foram montadas em gelatina glicerinada (Kaiser 1880).

Observacdes e fotomicrografias foram feitas em microscopio luz (Zeiss, Axiolab) com
auxilio de camera digital (Canon, Power Shot A640). Para o estudo de microscopia eletrénica
de varredura, as amostras foram isoladas e desidratadas em série etilica, ponto critico seco com
CO: (Bozzola & Russel 1992), montadas em suporte de aluminio (stubs) e revestidas por
pulverizacdo catddica com uma camada de ouro com 15 nm de espessura (Robards 1978). A
captura de imagem foi realizada em um aparelho SIGMAVP (Zeiss, Cambridge, Reino Unido),

no Laboratorio de Microscopia Eletronica de Varredura da Universidade Federal do Para.

Resultados

A marca lunar localiza-se no apice da face abaxial da bainha (Fig.1A), caracterizando-
se pelo formato oblongo com células projetadas acima do nivel das células ordinarias da
epiderme, encontrando-se pareadas ou solitarias (Fig. 1 B, C, D). Suas paredes periclinais
externas sao lisas e formadas por células longas de paredes sinuosas (Fig. 1E).

Em secéo transversal, a marca lunar € formada por epiderme em palicada composta de
uma camada de células com colunas elevadas, citoplasma denso, nucleo evidente, cuticula
espessa, divisdes anticlinais periféricas e encontram-se associadas a extensdes vasculares
formadas por células esclerenquimaticas de duas a quatro camadas que se diferenciam ao longo

da epiderme secretora (Fig. 2 A-D).
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Nos testes histoquimicos, citoplasma e cuticula reagiram positivamente ao azul brilhante
de Coomassie, mostrando a presenca de proteinas (Fig. 2 E) e também foram corados pelo
vermelho de ruténio demonstrando natureza mucilaginosa (Fig. 2 F). Os resultados dos testes
histoquimicos encontram-se resumidos na Tabela 1.

Quanto ao desenvolvimento, nos primordios foliares (1° nd) a marca lunar ndo encontra-
se formada, mas a partir do segundo no, a marca apresenta-se desenvolvida com mais de 10
camadas de células diferenciadas, e a partir do terceiro n6 pode-se observar uma estrutura bem

desenvolvida com nimero de células completamente variavel entre individuos.
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Figura 1 . Aspectos morfolégicos da marca lunar em Pariana campestris Aubl.; A.
Localizagdo da marca lunar; B-C. Marca lunar indicada pelas setas; D-E. Microscopia
eletronica de varredura na marca lunar, evidenciando células acima do nivel da epiderme ¢
paredes periclinais externas lisas. Barras: 10 um ( E); 100pum (D); 150 um(A), Smm (B, C).
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Figura 2. Secdo transversal e testes histoquimicos positivos na marca lunar de Pariana
campestris Aubl..A. Vista geral da bainha foliar no primeiro e segundo nd; B. Detalhe da marca
lunar; C. Divisdes anticlinais e nicleo evidente; D. Marca lunar desenvolvida no terceiro no. E.
Azul brilhante de Coomassie indicando a presenga de proteinas, setas indicam a secrecao; F.
Vermelho de Ruténio indicando a presenca de mucilagem na secre¢do. Barras: 50 um (B, C, E,
F); 80um (D); 150 um(A).



47

Tabela 1. Resultado dos testes histoquimicos aplicados nas células secretoras da marca lunar

de Pariana campestris (2° e 3° no).

Discussao

TESTES

Marca
lunar

Carboidratos

PAS

Vermelho de Ruténio

Acido tanico/Cloreto férrico
Compostos fendlicos
Cloreto férrico

Vanilina cloridrica
Lipidios/Terpendides
Preto de Sudéao B
Alcaloides

Reagentes de Dragendorff
Proteinas

Azul Brilhante de Comassie

Em Poaceae as estruturas secretoras sdo geralmente encontradas em microtricomas ou

em glandulas multicelulares classificadas como nectarios extraflorais (Linder et. al. 1990).

Estes nectarios sdo raros na familia e sua ocorréncia e estrutura ndo foram adequadamente

documentadas, tornando as interpretacfes inconsistentes (Linder et al. 1990; Giraldo et al.

2012).
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Estruturas secretoras com caracteristicas estruturais similares as encontradas na marca
lunar foram descritas de diferentes formas, para outros géneros de Poaceae, como: nectarios
extraflorais nas folhas e glumas de seis espécies de Eragrostis Wolf (Nicora 1941); glandulas
epidérmicas nas laminas foliares, pedicelos e glumas de 27 espécies de Pentaschistis Stapf e
Prionanthium Desv. (Linder et al. 1990); e como epiderme secretora de lipidios nas bainhas de
10 especies de Apochloa Zuloaga & Morrone (sob Panicum sect. Lorea) (Vega et al. 2008).
Contudo, natureza quimica observada na marca lunar de Pariana campestris a diferenciou das
estruturas descritas por esses autores.

Na marca lunar, a analise histoquimica da secrecao, revelou a presenca de mucilagens e
proteinas. Sabe-se que as mucilagens sdo compostos de natureza mista constituida
principalmente por heteropolissacarideos acidos e/ou neutros, substancias fenolicas e proteinas,
formando solucdes coloidais que em contato com a agua tornam-se viscosas (Priolo De Lufrano
& Caffini 1981; Gregory & Baas 1989). Estas propriedades sao vinculadas a mecanismos contra
a dessecacdo e protecdo contra patdgenos e herbivoros (Fahn 1979; Costa, 1994; Pimentel et al.
2011).

Klein et al. (2004) destaca que a presenca de proteinas associadas a mucilagens, como
ocorre na marca lunar, estdo possivelmente vinculadas a mecanismo de defesa contra
microorganismos. Considerando o habitat de caracteristicas mesofiticas em que P. campestris
¢ comumente encontradas (Judziewicz 1999), infere-se que a mucilagem verificada nao
corresponda a uma adaptacdo ecofisiolégica contra dessecacdo, mas € provavel que este
composto associado a presenca de proteinas exerca papel de protecdo contra agentes bidticos e
abioticos.

Quanto ao desenvolvimento da marca lunar, ndo tém um padrdo, pois a diferenciacéo
das células é muito varidvel e precoce entre os individuos. Linder et al (1990) também

observaram essa caracteristica em glandulas epidérmicas de espécies de Pentaschistis Stapf e
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Prionanthium Desv. e sugeriram que tais células secretoras sdo originadas de modificacdes
constantes da epiderme.

Portanto, baseado nas caracteristicas estruturais e na analise histoquimica da secrecao
foi possivel caracterizar a marca lunar como uma epiderme secretora de mucilagem, com
provavel funcdo de protecéo.
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CONCLUSOES GERAIS

Estudos anatdmicos sdo importantes em Poaceae por serem taxonomicamente
informativos. O presente trabalho contribuiu nesse sentido, fornecendo dados para distingdo de
espécies espontaneas e fornecendo dados inédito sobre a anatomia e a histoquimica de uma

estrutura secretora presente em um género de bambu herbéceo.



