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RESUMO
Cerca de 29% das espécies de samambaias sdo epifitas, representando um grupo diverso e
importante no dossel das Florestas Tropicais. Samambaias epifitas tipicamente apresentam
caracteristicas de tolerancia ao estresse hidrico, resistindo a dessecagdo. Todavia, esse conjunto
de caracteristicas de tolerancia ¢ pouco contemplado por estudos que objetivem verificar
informagdes morfoanatomicas. Diante disso, esse estudo teve como objetivos determinar e
comparar caracteristicas morfoanatomicas de Microgramma lycopodioides (L.) Copel. e M.
reptans (Cav.) A.R.Sm., realizando interpretagdes ecologicas da convergéncia ou divergéncia
das caracteristicas frente ao habitat epifitico, bem como seus efeitos na herbivoria. O estudo
ocorreu no Parque Estadual do Utinga, um fragmento florestal urbano, situado dentro do Centro
de Endemismo Belém. As espécies foram amostradas em fordfitos proximos borda florestal.
Cerca de 60 folhas foram coletadas e fixadas utilizando protocolos usuais para as analises
anatomicas em microscopia de luz e eletronica, bem como da histoquimica. Adicionalmente,
90 folhas foram coletadas para a mensuracdo de danos por herbivoria, classificando as folhas
nas seguintes categorias estabelecidas: folhas intactas, 0.01-1%, 1-5%, 5-25%, 25-50%, 50-
75% e 75-100% de area foliar removida. Os testes histoquimicos realizados nas estruturas
secretoras das espécies estudadas foram positivos para compostos fenolicos, lipidios totais,
mucilagens acidas, alcaloides, proteinas e polissacarideos totais. Esses resultados demostraram
que diversas caracteristicas estruturais e histoquimicas estdo relacionadas a adaptagdo dessas
epifitas em ambientes extremos com alta luminosidade e déficit hidrico, como as bordas
florestais, regulando assim a perda de dgua. Apesar de serem espécies pertencentes a0 mesmo
género, notou-se que individuos de M. reptans podem ter melhor se adaptado ao ambiente e aos
herbivoros, desenvolvendo diferentes caracteristicas. No entanto, ¢ necessario investigar o
conhecimento dos atributos morfofuncionais, especialmente no diagnostico das estruturas

secretoras e sua evolugao nos diferentes grupos de samambaias.

Palavras-chaves: Epifitas, histoquimica, interagdes ecologicas, tricomas glandulares.



ABSTRACT

About 29% of fern species are epiphytes, representing a diverse and important group in the
canopy of tropical forests. Epiphytic ferns normally show characteristics of tolerance to water
stress, resisting desiccation. However, this set of tolerance characteristics is little contemplated
by studies that aim to verify morphoanatomical information. Therefore, this study aimed to
determine objectives and compare morphoanatomical characteristics of Microgramma
lycopodioides (L.) Copel. and M. reptans (Cav.) A.R.Sm., interpreting the ecological aspects of
the convergence or divergence of characteristics against the epiphytic habitat, as well as their
effects on herbivory. The study took place in the Utinga State Park, an urban forest fragment,
located within the Belém Endemism Center. The species were sampled in phorophytes close to
the forest edge. About 60 leaves were collected and fixed using usual protocols for anatomical
analyzes in light and electron microscopy, as well as histochemistry. In addition, 90 leaves were
collected to measure herbivory damage, classifying leaves into the following protected
categories: intact leaves, 0.01-1%, 1-5%, 5-25%, 25-50%, 50- 75% and 75-100% of leaf area
removed. Histochemical tests performed on the secretory structures of the tested species were
positive for phenolic compounds, total lipids, acidic mucilages, alkaloids, proteins and total
polysaccharides. These results demonstrated that several characteristic and histochemical
characteristics are related to the adaptation of these epiphytes in extreme environments with
high luminosity and water deficit, such as forest edges, thus regulating water loss. Despite being
species belonging to the same genus, it was noted that individuals of M. reptans may have better
adapted to the environment and herbivores, developing different characteristics. However, it is
necessary to investigate the knowledge of the morphofunctional attributes, especially in the

diagnosis of secretory structures and their evolution in different groups of ferns.

Keywords: Epiphytes, histochemistry, ecological interactions, glandular trichomes.
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1.CONTEXTUALIZACAO
1.1. Epifitas e caracteristicas morfoanatomicas

Estudos diversos t€ém descrito caracteristicas morfoanatomicas de plantas epifitas e/ou
buscado compreender suas funcdes ecologicas frente ao dossel florestal (BRAGA et al.
2021; COSTA et al. 2022). As epifitas sdo plantas ndo parasitarias que crescem sobre
outras plantas, presas aos troncos e galhos de arvores e arbustos, onde germinam e
permanecem dependentes estruturalmente, sendo uma das formas de vida mais
proeminentes nas copas das florestas tropicais (ZOTZ, 2013; TAYLOR, 2022). Dentre os
principais representantes das epifitas estdo Orchidaceae com 45,8%, Bromeliaceae com
12,9%, Araceae com 5,0%, e Polypodiaceae com 5,5% (ZOTZ; BADER, 20009;
KERSTEN, 2010).

As epifitas possuem diversos mecanismos de absor¢cdo e armazenamento de agua
(OLIVEIRA; SAJO, 1999). Em algumas espécies de Bromeliaceae, a presenca de
parénquima aquifero e parénquima clorofiliano distintos pode indicar metabolismo CAM,
uma adaptacdo a ambientes escassos de agua e que estdo sujeitos a desidratacdo,
contribuindo para a economia hidrica devido a abertura estomatica preferencialmente a
noite (SCATENA; SEGECIN, 2005). Zhang et al. (2015) demonstraram um conjunto de
caracteristicas morfoanatdmicas e fisioldgicas que possibilitam a diferenciacdao do uso de
agua entre plantas epifitas e terrestres. Dentre as caracteristicas morfoanatdémicas,
destacou-se que a espessura foliar € a espessura da epiderme apresentam maiores valores
nas plantas epifitas.

A adaptacdo em determinados tipos de ambientes, como com alta temperatura,
disponibilidade de dgua reduzida e baixa umidade atmosférica, estimularam as plantas a
desenvolveram caracteristicas morfoldgicas, anatomicas e fisioldgicas importantes na
evolucdo adaptativa a escassez hidrica (FAHN; CUTLER,1992). Dentre as adaptagdes
importantes que plantas xerofiticas apresentam, esta a esclerofilia, onde suas folhas sao
denominadas esclerofilas, processo em que ha a lignificagdo, cutinizagao, em seus tecidos
(DICKSON, 2000). A reducao da area foliar, estomatos protegidos, tecidos armazenadores
de agua, idioblastos com compostos fenolicos e cristais, também sdo alguns exemplos de
caracteres morfoanatomicos que determinadas tolerancia e resisténcia ao estresse hidrico

(FAHMY, 1997; FAHN; CUTLER, 1992; ROTONDI et al., 2003).



Pereira et al. (2022) relataram que caracteristicas anatOmicas, como o mesofilo
espesso, sao diretamente influenciadas pelas diferencas de altura ao longo dos forofitos e
pela consequente variagdo da intensidade da luz ao longo da estratificagdo vertical.
Adicionalmente, os autores evidenciaram que caracteristicas como tecidos de
armazenamento de agua e células parenquimatosas com espessamentos de paredes podem
ser diretamente relacionadas ao habito epifitico, especialmente aos déficits de agua e
nutrientes impostos por ele, ou ao grupo taxondmico, como ocorre nas samambaias
(PEREIRA et al., 2022).

As condig¢des ambientais sao um dos fatores que afetam os tracos morfoanatdomicos,
como disponibilidade hidrica, temperatura e intensidade luminosa, podendo influenciar
modificagdes na composicao e estrutura da planta (NEVO et al., 2000; GUERFEL et al.,
2009). Samambaias epifitas tendem a economizar agua nos periodos de seca, armazenando-
a para regular sua perda, indicando que ambientes secos sdo cruciais para o
desenvolvimento de estratégias de controle hidricos de epifitas (LI ez al., 2020). Algumas
samambaias epifitas, como Pleopeltis pleopeltifolia (Raddi) Alston, t€ém a capacidade de
enrolar e desenrolar suas folhas (poiquiloidria), reduzindo a area foliar, representando uma
adaptagdo importante para diminuir a perda de dgua e danos ocasionados pela luz
(VOYTENA et al., 2015).

Campany et al. (2021) evidenciaram a prevaléncia do conservadorismo hidrico em
samambaias epifitas e hemiepifitas, por meio da selecdo de caracteristicas anatoOmicas e
estruturais como area de xilema reduzida, comprimentos de estipe mais curtos, laminas mais
espessas e densidade estomadtica reduzida, que consequentemente evitam o estresse hidrico
foliar. Ainda segundo os autores, essas epifitas exibiram pontos de perda de turgor
semelhantes, maior potencial osmotico na saturacao e menor capacitancia tecidual apds a

perda do turgor, comparadas com as samambaias terrestres (CAMPANY et al., 2021).
1.2. Relagoes entre tracos morfoanatomicos e herbivoria

A herbivoria ¢ a interagdo onde um animal se alimenta de uma planta e pode resultar
em efeitos negativos para a sobrevivéncia e crescimento de uma populagao, ou efeitos
positivos contribuindo na defesa posterior dessas plantas (MELO; SILVA-FILHO, 2002).
Os herbivoros exercem uma pressao sobre as plantas, pressionando-as para se adaptarem
em meio aos ataques que sofrem por eles (STAMP, 2003). Entretanto, durante o processo

de sele¢do de plantas, os herbivoros interagem com uma série de atributos da planta — tais



como anatomia, composicao quimica e fenologia - que funcionam como defesas, que
podem reduzir a digestibilidade e dificultar o acesso ao recurso alimentar, como a baixa
qualidade nutricional (COLEY; BARONE, 1996; RUIZ; WARD; SALTZ, 2008;
LAMARRE et al., 2014).

Em samambaias, a herbivoria vém sendo relatada por Farias et al. (2018) e Santos et
al. (2019) com a ocorréncia de galhas. Adicionalmente, Farias et al. (2019) determinaram
as sindromes de defesas dessas plantas (i.e. conjunto de tracos covariantes), onde espécies
que apresentavam baixa qualidade nutricional, com folhas glabras e com densidade baixa
de tricomas, usavam defesas quimicas para proteger suas folhas. Por outro lado, espécies
que muitas vezes exibiam uma alta densidade de tricomas e tinham altas concentragdes de
fenodis, demonstravam uma grande prote¢ao de defesa quimica através da baixa qualidade
nutricional, incluindo altas concentra¢des de tricomas e fenois, relacionando os danos
foliares numa variagao total de 71,74% (FARIAS et al. 2019).

Em Cyathea phalerata Mart., a rapida expansao foliar pode ser uma estratégia para
reduzir os danos as folhas jovens, minimizando a probabilidade de perda total das folhas e
acelerando a produgdo de elementos de defesa (CUNHA et al., 2023). A predagdo de
samambaias ¢ bastante ocorrente e para evitar esses ataques, as plantas desenvolveram
alguns mecanismos de defesas, como por exemplo tricomas, domacias (servem de abrigo
para formigas patrulharem a planta hospedeira, afastando possiveis predadores), espinhos e
armazenamento/secrecdo de substancias (compostos fendlicos, mucilagens, 6leos, dentre
outros) (DELLA; CANESTRARO; DO ROSARIO, 2018).

Dentre as caracteristicas citadas, os tricomas possuem multiplas fungdes na
adaptagdo e sobrevivéncia das plantas, auxiliando também na defesa contra os herbivoros.
Dependendo da densidade e tamanho, os tricomas tectores podem atuar diretamente sobre
os herbivoros, afetando sua locomogao, alimentacao e oviposi¢ao (SILVA et al., 2005). J&
os tricomas glandulares estdo envolvidos com secrecao de varias substancias, como 6leos,
néctar, sais, resinas, mucilagens 4cidas, alcaloides e taninos (HIETZ, 2010). Outros
mecanismos de defesas, sdo a esclerofilia, que torna as folhas mais rigidas afetando
diretamente na palatabilidade e na digestibilidade; e inclusdes minerais, como 0s corpos

silicosos, que tornam as folhas mais resistentes e endurecidas, aumentando o desgaste do
aparelho bucal e reduzindo a digestibilidade das forragens (HANLEY et al., 2007).

Em Microgramma vacciniifolia (Langsd. & Fisch.) Copel., compostos fendlicos

(taninos e flavondides) secretados por tricomas glandulares se demonstraram como



adaptagao contra a herbivoria, dificultando a predagdo dessas plantas (MELLO; SILVA-
FILHO, 2002). As epifitas possuem importante relagdes ecoldgicas interespecificas, e
algumas samambaias desenvolveram nectdrios em suas frondes para atrair formigas,
demonstrando uma interacao positiva para ambas (LANCELLOTTI et al., 2023). Estas
caracteristicas morfologicas contribuem para interagdes entre esses o0rganismos
(WATKINS JR; CARDELUS; MACK, 2008).

A presenga de nectarios foliares também pode atuar como uma defesa contra
herbivoros, atraindo possiveis predadores, como as formigas, que auxiliam na defesa dessa
planta (KOPTUR; RICO-GRAY; PALACIOS-RIOS, 1998). Esses nectarios foliares sao
bem representados em Polypodiaceae, modelo em que pesquisas foram realizadas para
confirmar se 0s nectarios promoviam protecdo as samambaias contra herbivoros.
Experimentos comparando samambaias portadoras de nectarios (Polypodium plebeium
Schltdl. & Cham.) e outras samambaias sem nectarios (P. plesiosorum Kunze, P.
Sfurfuraceum Schltdl. & Cham. e Phlebodium pseudoaureum (Cav.) Lellinger)
demonstraram que ao excluir as formigas das folhas em desenvolvimento de P. plebeium,
os danos causados por herbivoros foram maiores do que as samambaias sem nectarios
(KOPTUR; RICO-GRAY; PALACIOS-RIOS, 1998). Diante disso, as samambaias
apresentam uma variedade de defesas, que auxiliam em sua sobrevivéncia no ambiente
(MEHLTRETER; WALKER; SHARPE, 2010; SAMPAIO; DE SOUZA; PIETROBOM,
2015).

1.3. O género Microgramma

Microgramma C. Presl ¢ um género com 29 espécies neotropicais € uma espécie na
Africa e ilhas do Oceano Indico, sendo um grupo epifitico expressivo (ALMEIDA, 2014).
Pertencente a familia Polypodiaceae, encontra-se amplamente distribuido nas regides nas
regides do Brasil, onde ocorrem 18 espécies (ALMEIDA, 2023). Microgramma ¢
caracterizada por apresentar folhas pequenas, ndo divididas, que podem ser monomorfas a
dimorfas; venacdo anastomosada; rizoma com escamas peltadas e opacas; soros
arredondados, oblongos a lineares, em uma ou raramente varias fileiras entre a costa e a
margem da ldmina (ALMEIDA et al., 2017).

O género ¢ composto por espécies epifitas, que dispdem de raizes superficiais que
se espalham pelas cascas das arvores e arbustos (TRYON; TRYON, 1982). Microgramma

¢ um género que vem sendo observado em florestas com os mais variados graus de



perturbacdo, sendo capaz de suportar diferentes estados de conservacao, tornando
interessante o seu uso em acdes de restauracao ecologica e enriquecimento de ambientes
degradados (TERCEIRO et al., 2012). Alguns estudos com M. vacciniifolia e M.
squamulosa (Kaulf.) de la Sota destacam a importancia ecolodgica dessas epifitas, que
contribuem na manuten¢do da diversidade biologica e no equilibrio das interagdes,
resultando na sua grande distribuicdo, cobrindo extensas dreas da maioria dos forofitos e
copas (GONCALVES; WAECHTER, 2003; GERALDINO; CAXAMBU; SOUZA, 2010).

Microgramma possui grande potencial de interagdes, principalmente com insetos
galhadores, além de ser rico em propriedades quimicas, que podem contribuir em sua defesa
contra a herbivoria (MAIA; SANTOS, 2011). A presenca de compostos fendlicos em
espécies como M. vaccinifolia ¢ uma adaptagdo contra a herbivoria (VILLELA; CHAVES;
DE ALMEIDA OLIVEIRA, 2020). A relacdao das galhas com o género tem sido estudada
ao longo dos anos (SOLORZANO-FILHO; KRAUS, 1996; MAIA; SANTOS, 2011;
ROCHA; RODRIGUES LANCELLOTTI; GUERRA SANTOS, 2020), e, em pesquisa
recente, Santos et al. (2021) relataram que M. vacciniifolia tem a capacidade de hospedar
duas galhas caulinares, induzidas por duas espécies diferentes de insetos, que promoveram
alteracOes especificas na composicao de substancias fenolicas da samambaia hospedeira.
Essa grande capacidade de adaptacdo e tolerancia aos ambientes torna o grupo interessante
para ser investigado, principalmente do ponto de vista dos atributos morfoanatomicos e

funcionais relacionados as defesas contra a herbivoria.
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CAPITULO 1

Tracos morfoanatomicos foliares de duas espécies de Microgramma (Polypodiaceae):
novos registros e interpretacdes de sua influéncia sobre a herbivoria em um fragmento

florestal amazonico
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ABSTRACT

About 29% of fern species are epiphytes, representing a diverse and important group in the
canopy of tropical forests. Epiphytic ferns normally show characteristics of tolerance to water
stress, resisting desiccation. However, this set of tolerance characteristics is little contemplated
by studies that aim to verify morphoanatomical information. Therefore, this study aimed to
determine objectives and compare morphoanatomical characteristics of Microgramma
lycopodioides (L.) Copel. and M. reptans (Cav.) A.R.Sm., interpreting the ecological aspects
of the convergence or divergence of characteristics against the epiphytic habitat, as well as their
effects on herbivory. The study took place in the Utinga State Park, an urban forest fragment,
located within the Belém Endemism Center. The species were sampled in phorophytes close to
the forest edge. About 60 leaves were collected and fixed using usual protocols for anatomical
analyzes in light and electron microscopy, as well as histochemistry. In addition, 90 leaves were
collected to measure herbivory damage, classifying leaves into the following protected
categories: intact leaves, 0.01-1%, 1-5%, 5-25%, 25-50%, 50- 75% and 75-100% of leaf area
removed. Histochemical tests performed on the secretory structures of the tested species were
positive for phenolic compounds, total lipids, acidic mucilages, alkaloids, proteins and total
polysaccharides. These results demonstrated that several characteristic and histochemical
characteristics are related to the adaptation of these epiphytes in extreme environments with
high luminosity and water deficit, such as forest edges, thus regulating water loss. Despite being
species belonging to the same genus, it was noted that individuals of M. reptans may have better
adapted to the environment and herbivores, developing different characteristics. However, it is
necessary to investigate the knowledge of the morphofunctional attributes, especially in the
diagnosis of secretory structures and their evolution in different groups of ferns.

Keywords: Epiphytes, histochemistry, ecological interactions, glandular trichomes.
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INTRODUCAO

As samambaias, grupo diverso e ecologicamente importante em termos de biomassa e
interacdes ecoldgicas, constituem o segundo maior grupo de plantas vasculares, com cerca de
11.000 espécies (SHARPE et al., 2010). Cerca de 29% das samambaias sdo epifitas,
representacao importante no dossel das Florestas Tropicais, contribuindo na manutengao da
biodiversidade (DUBUISSON et al., 2009).

A herbivoria em samambaias terrestres e epifitas vem sendo investigada em alguns
estudos (SANTOS; VIRGENS; SILVA, 2010; FARIAS et al, 2019). Barcelos e Santos (2014)

relatam que a ocorréncia de danos foliares por herbivoria em samambaias terrestres e epifitas
apresentam uma propor¢ao que varia entre 5-15. Esses autores também observaram que nao ha
diferencas no consumo de folhas férteis e estéreis, porém folhas jovens apresentam
consideravelmente menos danos do que as folhas mais velhas (BARCELOS; SANTOS, 2014).

Quanto as defesas quimicas relacionadas a defesa contra a herbivoria destacam-se os
tricomas glandulares que podem secretar diversas substancias como 06leos, néctar, sais, resinas,
mucilagens acidas, alcaloides e taninos (HANLEY et al., 2007). Recentemente, o conhecimento

sobre substancias quimicas que auxiliam contra a herbivoria tém sido ampliados, Castrejon-
Varela et al., (2022) relatam a distribuicdo de biomoléculas (fitoecdisteroides, flavonoides,
tiaminase, glicosideos cianogénicos e alcaldides) que podem atuar como defesas quimicas de
samambaias, além de samambaias que acumulam metais pesados, que também podem servir
como defesa contra herbivoros.

O género Microgramma C.Presl, apresenta cerca de 29 espécies neotropicais € uma
espécie na Africa e ilhas do Oceano Indico, sendo um grupo epifitico expressivo em
Polypodiaceae (ALMEIDA, 2014). Este género encontra-se amplamente distribuido nas regides
tropicais do continente americano (MICKEL; BEITEL, 1988). No Brasil, possui ampla
distribuicao, com 18 espécies (ALMEIDA, 2020), caracterizadas por folhas pequenas, que
podendo ser monomorfas a dimorfas, glabras ou escamosas (ALMEIDA, 2017).

Microgramma tém importante relagdo com insetos, Maia e Santos (2015) relataram que
mariposas podem utilizar o caule de M. geminata (Schrad.) R.M.Tryon & A.F.Tryon e M.
vacciniifolia (Langsd. & Fisch.) Copel. como camuflagem, suas pupas sdo cobertas pelas
escamas presente no caule, proporcionando uma 6tima prote¢do para o inseto. Uma outra
relagdo com insetos, ¢ M. squamulosa (Kaulf.) de la Sota que as formigas podem utilizar galhas
senescentes causadas pela eclosdo do inseto galhador, como abrigo (SANTOS et al., 2019).

Além disso, a maioria dos estudos relacionados a Microgramma estdo associados a presenca
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substancias quimicas encontradas no género (MELLO; SILVA-FILHO, 2002; PERES et al.,
2009; MAIA; SANTOS, 2011; VILLELA; CHAVES; DE ALMEIDA OLIVEIRA, 2020;
SANTOS et al. 2021).

Nesta pesquisa, o modelo de estudo sdo duas espécies de samambaias epifitas do género
Microgramma: Microgramma reptans (Cav.) A.R.Sm, que apresenta folhas escamosas e
dimorficas. No Brasil, ocorréncia na regido norte e nordeste. Microgramma lycopodioides (L.)
Copel. que apresenta folhas glabras, mondrficas. No Brasil, ocorréncia em todas as regides do
Brasil. Com base nisso, os objetivos da pesquisa foram determinar e comparar caracteres
morfoanatémicos de Microgramma lycopodioides € M. reptans, realizando interpretacdes
ecoldgicas da convergéncia ou divergéncia das caracteristicas frente ao habitat epifitico, bem

como seus efeitos na herbivoria.
MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO

O Parque Estadual do Utinga estd situado na Amazonia brasileira, estado do Para
(01°25’S e 048°27°W, altitude < 30 m). E uma area de Protecio Ambiental da Regido
Metropolitana de Belém — APA Belém, pelo Decreto Estadual n°® 1.551, de 03 de maio de 1993
(TRINDADE; ANDRADE; SOUZA, 2007). O Parque ¢ uma Unidade de Conservagdo de
Protecao Integral, com cerca de 1.390 hectares, com clima equatorial umido, com 70-90% de
umidade relativa do ar, pluviosidade anual total de aproximadamente 3.000 mm, sendo o
periodo chuvoso entre janeiro e maio (>200 mm) (SEMA, 2014). A temperatura média anual ¢
de 26°C, com minima de 23°C e méaxima de 31°C. O solo predominante da area ¢ do tipo
latossolo amarelo (SEMA, 2014). O tipo vegetacional da area € caracterizado como ombrofila
densa de terras baixas, havendo predominancia de florestas de terras firmes (54,15%), com
algumas 4reas de floresta inundavel de igap6 (6,78%). Essa area ¢ considerada regionalmente
importante quanto a diversidade vegetal (VELLOSO, 2018).

COLETA E AMOSTRAGEM

Em 2022 foi coletado material foliar para todas as metodologias aplicadas em
Microgramma lycopodioides ¢ M. reptans. As espécies foram coletadas e depositadas no
Herbério Emilio Goeldi, M. lycopodioides (MG 246075) e M. reptans (MG 246109). Para cada
espécie estudada foram coletadas folhas a partir de trés forofitos (Mangifera sp. e Bambusa sp.).

Para as analises anatdmicas em microscopia de luz e eletronica, e histoquimica, foram feitas
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duas coletas, no més de janeiro e julho, cerca de 60 folhas foram coletadas e fixadas a partir de
protocolos usuais, detalhados abaixo. As coletas para a andlise dos danos de herbivoria
ocorreram entre os meses de margo ¢ outubro de 2022, com a coleta de 90 folhas em varios

estagios para cada espécie, para realizagdo das estimativas da herbivoria.
ANALISE ESTRUTURAL E HISTOQUIMICA

As amostras foliares foram fixadas em FAA 50 (acido acético glacial, formaldeido,
etanol 50%, 1:1:18, v/v) por 24h (JOHANSEN, 1940) para serem utilizadas para testar as
substancias hidrofilicas e caracterizagao estrutural; em FNT (formalina neutra tamponada) por
48h (LILLIE, 1965) para substancias lipofilicas; e em SFF (sulfato ferroso em formalina) por
48h (JOHANSEN, 1940) para evidenciar compostos fenolicos totais. Parte do material foi
desidratado em série de alcool butilico tercidrio, incluido em parafina histolégica (Paraplast
Plus®, Sigma-Aldrich, Germany) e seccionado em microtomo rotativo semiautomatico
(Leica®, RM 2245). Parte dos cortes obtidos foram corados em Safranina ¢ Azul de Astra
(GERLACH, 1969) e montados em resina sintética (Permount®, New Jersey, USA).

Para deteccao das principais classes de compostos secundarios, foram realizados os
seguintes testes histoquimicos: cloreto férrico para compostos fenolicos totais (JOHANSEN,
1940); vanilina cloridrica para taninos (MACE; HOWELL, 1974); sudan Black para lipidios
totais (PEARSE, 1972); vermelho de ruténio para mucilagem acida (GREGORY; BASS, 1989);
reagente de Wagner para alcaloides (FURR; MAHLBERG, 1981); xylidine ponceau para
proteinas (VIDAL, 1970) e PAS para polissacarideos totais (MCMANUS, 1948). Os controles
dos testes foram realizados de acordo com as respectivas técnicas.

A documentacao fotografica foi realizada em fotomicroscopio com camera fotografica
digital Olympus DP72 acoplada ao microscopio Optico Olympus BX53, bem como,
estereomicroscopio Discovery.V8® (OCarl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) com
camera acoplada AxioCam ICc5® (©Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany). As
andlises de caracterizagdo estrutural e histoquimica foram realizadas no Laboratorio de
Anatomia Vegetal e Microscopia do Campus de Pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEYV)

Para analise em MEV, as amostras fixadas em FAA foram desidratadas em série
etandlica e levadas a secagem ao ponto critico (BOZZOLA; RUSSEL, 1992). Ap6s a montagem
em suportes de aluminio (stubs), as amostras foram metalizadas com camada de ouro de

aproximadamente 20 nm de espessura, por 150 segundos em corrente de 25 mA (BOZZOLA;
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RUSSEL, 1992). A investigacdo e documentacdo do material foram efetuadas em microscopio
eletronico de varredura (Leo 1450VP ®, ©Zeiss, Heidelberg, Alemanha) do Laboratério de

Microscopia Eletronica de Varredura do Museu Paraense Emilio Goeldi.
ANALISE DA HERBIVORIA

Para cada folha foram estimados os niveis de herbivoria, classificando-as em categorias
estabelecidas por Kozlov e Zvereva (2017) como: folhas intactas, 0.01-1%, 1-5%, 5-25%,
2550%, 50-75% e 75-100% de area foliar removida. O nivel de herbivoria foi determinado a
partir da média dos valores medianos das classes de danos de todas as folhas por espécie,
seguindo Dirzo e Dominguez (1985) e Kozlov e Zvereva (2017). Os danos foliares relativos
(%) foram normalizados por meio da transformagao logaritmica /n (n+1). Em seguida, os danos
foliares foram comparados entre espécies a partir do Teste T de Student para duas amostras

independentes, utilizando p < 0,05 como nivel de significancia.
RESULTADOS
Ldmina foliar

Em vista frontal, em ambas as espécies os estdmatos sdo do tipo anomocitico (fig. 1A,
B). Microgramma reptans apresenta escamas do tipo subuladas (fig.1 C), em toda a superficie,
destacando a presenca de tricomas glandulares claviformes agrupados (fig. 1D), localizados
abaixo de suas escamas (fig. 1C). Em M. lycopodioides, as escamas sdo ausentes, com tricomas
glandulares claviformes dispersos (fig. 1E).

Em corte transversal, ambas as espécies apresentam epiderme uniestratificada, com
paredes e cuticulas delgadas (fig. 2A, B). O mesofilo ¢ homogéneo, com células braciformes;
os feixes colaterais de 2* ordem estdo distribuidos na regido mediana (fig.2 C, D). A margem
foliar de ambas as espécies ¢ levemetente revoluta (fig. 2E, F). Apenas em M. reptans foi
observado na margem a presenca de nectarios foliares (fig. 2G, H), com epiderme nectarifera,
parénquima nectarifero estruturado com grandes nucleos celulares, vascularizagao equivalente
de xilema e floema.

A nervura central de ambas as espécies € plano-convexa, com epiderme uniestratificada,
com colénquima angular (fig. 21, J). Em M. reptans o colénquima apresenta 1 a 2 camadas
subjacentes, seguido de 4 camadas parenquimaticas (fig. 2I), enquanto em M. lycopodioides, o
colénquima possui de 3 a 5 camadas, seguido de 3 a 4 camadas parenquimaticas (fig. 2J). Os

feixes vasculares de ambas as espécies sdo anficrivais. Microgramma reptans apresenta um
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feixe de grande porte e dois feixes pequenos na regido central (fig. 2I), enquanto M.
lycopodioides possui um unico feixe grande (fig. 2J), ambos os feixes sdo circundados por uma

bainha cortical esclerenquimatosa, com disposicao cilindrica.
Peciolo

O peciolo de ambas as espécies, apresenta contorno plano-convexo, epiderme
uniestratificada e com escamas (fig. 2K, L). Em M. reptans ocorrem tricomas glandulares
claviformes e captados, o cortex ¢ composto por 1 a 6 camadas de parénquima (fig. 2K),
enquanto em M. lycopodioides foram observados apenas tricomas glandulares capitados, e
cortex composto por 1 a 9 camadas parenquimaticas (fig.2 L). O sistema vascular ¢ do tipo

anficrival, com eixo polistélico para ambas as espécies (fig. 2K, L).
Histoquimica das estruturas secretoras

Quanto as estruturas secretoras observadas, além de nectarios foliares e tricomas
glandulares claviformes e captados, foi identificada a presenga de idioblastos. Os testes
histoquimicos realizados nas secre¢des dos tricomas glandulares, tanto da ldmina foliar quanto
do peciolo, foram positivos para compostos fenodlicos, lipidios totais, mucilagens acidas e
alcaloides em ambas as espécies e polissacarideos totais em M. reptans (fig. 3A-U). Os
resultados dos testes histoquimicos nos nectarios foliares de M. reptans foram positivos para
compostos fenolicos, carboidratos de radicais 4acidos (mucilagens 4&cidas), proteinas e
polissacarideos totais (fig. 4A-D), e nas secre¢des dos idioblastos as reagdes foram positivas
para compostos fenolicos, lipidios totais, mucilagens acidas e alcaloides (fig. 3V-Z). Os

resultados dos testes histoquimicos estdo sumarizados na Tabela 1.
Herbivoria

As médias e os desvios padrao da herbivoria foliar de M. lycopodioides e M. reptans
foram 0,38%+0,74 e 0,08+0,18, respectivamente (fig. 5). Conforme o Teste T, M. lycopodioides
teve significativamente maior nivel de herbivoria que M. reptans (T = 3,956; p < 0,001) (fig.

6).
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DISCUSSAO

O estudo dos tragos morfoanatdomicos das duas espécies evidenciam adaptagdes para o
ambiente epifitico. Dentre as espécies estudadas, Microgramma reptans apresenta escamas por
toda lamina foliar, diferentemente de M. lycopodidoides que apresenta a lamina glabra. Essas
escamas sao caracteristicas de mecanismos de defesa contra a dessecacdo, possuindo a fungio
de absorver agua e nutrientes (HIETZ, 2010), a auséncia dessa caracteristica em M.
lycopodioides pode proporcionar uma menor defesa contra a perda de 4gua, porém a auséncia
de escamas em M. lycopodioides também pode indicar que a espécie pode ter desenvolvido
outra adaptagdo para suportar o estresse hidrico.

A presenca de tricomas glandulares ¢ considerada uma caracteristica comum para o
género, de acordo com Enriquez (2020), segundo o qual M. percussa possui tricomas

glandulares saindo do mesmo ponto de fixa¢ao das escamas, assim como M. reptans. Sabendo
que os tricomas glandulares podem apresentar importante papel na defesa de espécies
(MONTEIRO et al., 2005) e através dos metabdlitos secundarios presentes, como compostos
fenolicos, lipidios totais, alcaloides e mucilagens acidas, a diferenca na ocorréncia e composicao
desses tricomas pode ter sido um fator que influenciou na redugdo da herbivoria de M. reptans.

A ocorréncia de tricomas agrupados pode proporcionar uma maior produgdo de
secrecdes, quando comparado com os tricomas dispersos, que por mais que estejam distribuidos

por toda a folha, devem fornecer uma menor taxa de secrecdo. Interpretacdoes semelhantes ja
vem sendo feitas para estruturas secretoras em angiospermas (MORELLATO; OLIVEIRA,
1991; DALVI; MEIRA; AZEVEDO, 2013), e ao que parece, essa caracteristica de tricomas
agrupados pode ter sido uma adaptacdo do género contra a herbivoria. Contudo, sdo necessarios
estudos mais aprofundados da evolugao das estruturas secretoras em samambaias.

Os nectarios foliares presentes em M. reptans podem atrair formigas que auxiliam na
defesa dessa planta contra possiveis predadores. Alguns autores sugerem que esses nectarios
podem ter se desenvolvido a partir do floema vazante em folhas expandidas ou tecidos de néctar,
fornecendo agucares para competir com pulgoes de seiva (melada) para formigas, em estruturas
secretoras que atraem formigas mutualistas, e outros beneficios para proteger as samambaias
dos herbivoros (MEHLTRETER; TENHAKEN; JANSEN, 2022). A partir de testes
histoquimicos observou-se a presenca de compostos fendlicos, carboidratos de radicais acidos
(mucilagens acidas), proteinas e polissacarideos totais. A composi¢ao desse néctar ¢ um fator

importante, pois além de agucares, pode conter também outras substancias como lipidios,
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compostos fenodlicos, proteinas e acidos organicos (BAKER; BAKER, 1983; NICOLSON;
THORNBURG, 2007).

Nectarios foliares sdo comuns na familia Polypodiaceae (DE LOS ANGELES
LAGORIA, 2018; JAIMEZ; LEON; MARTINEZ, 2021; MEHLTRETER; TENHAKEN;
JANSEN, 2021; SANIN et al. 2021), contudo ausentes em Microgramma, sendo assim, a
presenga desses nectarios € um novo registro para o género, devendo ser melhor investigado
tanto do ponto de vista da sua ocorréncia e distribuicdo, quanto da natureza quimica do
exsudato, sendo analises negligenciadas nos estudos com samambaias.

Os compostos fendlicos, muitas vezes, sao produzidos a partir de condigdes de estresse,
como ataques de herbivoros, infec¢des, radiagdes UV, dentre outros (NACZK; SHAHIDI,
2004). Sendo assim, sdo componentes de adaptacdes defensivas (DICKSON, 2000). Nas
samambaias, esses componentes sdo caracteristicas marcantes entre elas, ocorrendo
principalmente nos tecidos de sustentacao e feixes vasculares (OGURA, 1972).

Esses compostos sdo fundamentais no sucesso das primeiras plantas vasculares
(COOPER-DRIVER, 1980), uma vez que diferentes classes demonstraram proteger as plantas
contra herbivoros e fitopatdgenos (SWAIN, 1979). Os compostos fenolicos foram observados
em ambas as espécies de Microgramma (idioblastos, tricomas glandulares, mesofilo e feixes
vasculares), sua presenca pode ter contribuido na defesa contra a herbivoria. De acordo com
Feio et al. (2013) os compostos fendlicos possuem propriedades peculiares relacionadas a
herbivoria e a reducdo de patégenos em Elaphoglossum laminarioides (Fée) T. Moore.

Os lipidios podem ser encontrados na superficie foliar como ceras, cutinas e suberinas,
atuando na defesa quimica e promovendo protecdo contra a herbivoria (DOS SANTOS
SOARES; MACHADO, 2007). Além disso, os lipidios podem ser secretados por estruturas
secretoras, como por exemplo, tricomas glandulares. A presenca desses tricomas secretores de
lipidios podem apresentar defesa quimica contra os herbivoros, a presenca dessa substancia
dificultando a predagdo por insetos, devido ao sabor amargo (FAVORITO, 2009).

As mucilagens sao compostas principalmente por heteropolissacarideos acidos e/ou
neutros, proteinas e substancias fenolicas, e quando em contato com a dgua tornam-se viscosas
(ROCHA et al., 2011). Sendo um exsudato de composicao heterogénea, apresentam varias
funcdes nas plantas, como redu¢do de transpiracdo, reserva de carboidratos e prote¢do contra a
herbivoria (PIMENTEL ef al., 2011). Dentre as fun¢des que as mucilagens desempenham, a
retencdo de agua fornece grande importancia na sobrevivéncia das epifitas, pois as células

aquiferas sdo ricas em mucilagens, aumentando essa retencdo de agua, o que faz dessa



21

substancia uma 6tima adaptacdo ao ambiente epifitico (SCATENA; SCREMINDIAS, 2003),
além de proteger cloroplastidios da exposicao solar, através da movimentagao deles ao longo
do desenvolvimento foliar (DOS SANTOS SILVA; MASTROBERTI; DE ARAUJO
MARIATH, 2007).

Os alcaloides sao uma grande familia com mais de 15.000 metabolitos secundérios,
soltiveis em agua, que contém pelo menos um atomo de nitrogénio na molécula e exibem
atividade bioldgica (GARCIA; CARRIL, 2011). A presenca de alcaloides ¢ uma barreira para
a herbivoria, pois dificulta a preferéncia alimentar dos herbivoros, reduzindo possiveis ataques
(PEETERS, 2002). Apesar de ser incomum essa substdncia em samambaias, estudos vém
identificando sua presenc¢a (FEIO et al., 2013). Além de estarem relacionados a defesa contra a
herbivoria, os alcaloides também desempenham papel importante na reducao da perda de agua,
proporcionando valor adaptativo as espécies em ambientes extremos (MORAES NETO et al.,
2022).

Os metabdlitos secundarios encontrados nas espécies podem estar diretamente ligados
a defesa contra a herbivoria. Porém, assim como as plantas, os herbivoros desenvolveram
adaptagdes contra esses metabolitos secundarios, através da regulacdo de genes sensoriais ou
desintoxica¢ao de metabdlitos toxico (DIVEKAR et al., 2022; JENBER; WONSMENEH,
2022). Isso pode justificar a baixa defesa de M. lycopodioides, que obteve mais danos do que

M. reptans.

CONCLUSAO

As duas espécies estudadas apresentam tanto caracteristicas convergentes (e.g. tricomas)
quanto divergentes (escamas e nectarios foliares), indicando que diferentes combinagdes
estruturam a tolerancia de epifitas. Estudos futuros poderdo elucidar o quanto atributos
morfoanatdmicos sdo conservados em Microgramma. A herbivoria ¢ baixa nas duas espécies,
comparativamente a outros dados para samambaias, todavia, parece haver uma maior
preferéncia por M. lycopodioides. Notou-se neste estudo que individuos de M. reptans podem
ter desenvolvido métodos de defesa mais eficazes, apresentando diferentes atributos estruturais
e quimicos, tornando-os mais adaptaveis ao ambiente e aos herbivoros. Ainda assim, percebe-
se a necessidade de aprofundar o conhecimento dos atributos morfofuncionais, especialmente
no diagnostico de estruturas secretoras, ¢ sua interpretacdo nos diferentes grupos de

samambaias.
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Tabela 1. Resultados de testes histoquimicos nos exsudatos das estruturas secretoras de

Microgramma
Teste M. reptans M. lycopodioides
Tr Id Nf Tr Id
Compostos fenolicos SFF + + + + +
Taninos Vanilina Cloridrica - - - - -
Lipidios totais Sudan Black + 4+ . + +
Mucilagem écida Vermelho de ruténio  +  + + + +
Alcaloides Reagente de Wagner 4+ 4+ _ + +
Proteinas Xylidine Ponceau + o+ - T +
Polissacarideos Totais PAS + na + + n.a

Legenda: resultado positivo (+); resultado negativo (-); Tr: tricoma; Id: idioblasto; Nf: nectarios

foliares; n.a.: nao aplicavel.
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Figura 1. A-F. Vista frontal de Microgramma; A. Estdmato anomocitico de M. reptans; B. M.

lycopodioides; C. Escama recobrindo os tricomas glandulares de M. reptans, inset com detalhe
do tricoma abaixo da escama em M. reptans. D. Tricomas glandulares claviformes ao redor da

base de uma escama (seta); E. Tricoma glandular claviforme de M. lycopodioides. Barras = 20
um (A, B, E, F); 50 um (D) e 200 um (C).
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Figura 2. Sec¢oes transversais da folha de Microgramma; A. Epiderme em M. reptans; B. M.

lycopodioides, C. Mesofilo homogéneo e feixes colaterais em M. reptans; D. M. lycopodioides
E. Margem revoluta em M. reptans; F. M. lycopodioides; G-H. nectéarios foliares em M.
reptans; 1. Nervura central em M. reptans; J. M. lycopodioides; K. Peciolo em M. reptans; L.

M. lycopodioides; Barras= 100 pm (A-L).



25

Figura 3. Resultados positivos para tricomas glandulares e idioblastos de Microgramma.
Tricomas glandulares: A-K. M. reptans; A e G. Branco; B ¢ H. Compostos fendlicos; C e L.
Lipidios totais; D e J. Mucilagens acidas; E e K. Alcaloides; F. Polissacarideos totais. L-U.
M. lycopodioides; L e Q. Branco; M e R. Compostos fen6licos; N e S. Lipidios totais; O e T.
Mucilagens acidas; P e U. Alcaloides. Idioblastos: V. Branco; W. Compostos fenolicos; X.

Lipidios totais; Y. Mucilagens acida; Z. Alcaloides. Barras= 50 um (A-Z).
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Figura 4. Resultados positivos para nectarios foliares de M. reptans. A. Compostos fendlicos;
B. Mucilagens acidas; C. Proteinas; D. Polissacarideos totais. Barras= 100 um (A, B, C, D);




Herbivoria foliar (%)

27

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

M. lycopodioides . M. reptans
Espécies
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Figura 6. Danos de herbivoria em Microgramma. A. M. reptans; B. M. lycopodioides.
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