Estruturas silicosas na graminea Panicum
- maximum

Instituto Oswaldo Cruz

A presenca de silicio em vegetais vem sendo assinalada e estudada
desde muito tempo na literatura cientifica. Um dos primeiros a tratar
do assunto foi o botanico DE SAUSSURE (5) no seu livro ‘“Recherches
chimiques sur la végétation” publicado pela primeira vez em Leipzig —
1804 (Ed. A. Wieler). Neste livro ha todo um capitulo sébre as cinzas
vegetais, onde se estuda, com numerosas determinacdoes de silica em
varias espécies, a importancia do silicio na nutricio mineral das plantas.

Quem, pela primeira vez, admitiu a hipotese da existéncia de com-

postos orgénicos de silicio foi LADENBUR (18): no entanto, o trabalho
realmente classico neste dominio foi o realizado por BERTHELOT e
ANDRE (3), que estudaram as diferentes proporcoes de silica soluvel,
durante o ciclo vital do trigo, nas seguintes condicoes:

1. Em meio acido.
2. Em meio alcalino.
3. Em meio neutro.

Cada uma destas determinacoes era feita a quente ou a frio.

O trabalho realizado por ésses dois pesquisadores foi exaustivo,
iniciando em determinacoes de silica no solo e nas sementes, antes
da semeadura. Em seguida, foram feitas determinacoes nas diferentes
partes da planta, em varios estagios de crescimento, terminando com
determinacoes nas novas sementes, obedecendo sempre as condicoes
inlciais de meio acido, meio alcalino, meio neutro, a quente e a frio.

Verificaram BERTHELOT e ANDRE 0 aumentc progressivo de silica
soluvel, durante o ciclo vital da planta, o que vem a favor da hipotese
da formacao de compostos organicos contendo silicio. Recentemente
esta hipotese vem encontrando apdio no trabalho de varios pesquisadores.
Foram isolados por ENGEL (6) compostos organicos de silicio que foram
identificados como complexos de galactose e silicio (Galaktose-Silicium-
complexe) e HoLzAPFEL (15) isolou também varios compostos organicos
de silicio propondo 3 esquemas para a estrutura dos #steres obtidos;

*  Laboratorio de Bioguimica do I.0.C.
** Laboratorio de Microscopia Eletrénica do I.0.C.
Recebldo para publicacao em 3 de dezembro de 1956.
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entretanto, estas estruturas moleculares nao estao ainda definitivamente
estabelec1das

Para nao nos alongarmos, podemos indicar a bibliografia sobre
o0 papel do silicio nos vegetais, que se encontra no livro classico de
CzaPECc (4), bem como uma bibliografia mais moderna e atualizada,
que pode ser encontrada no trabalho de ENGEL (6).

No que se refere apenas a anatomia das gramineas, podemos indicar
os trabalhos de ARTSCHWAGER (1) (2), HeEINEMANN (12), GroB (11),
FROHMEYER 10) e KUSTER (17).

No presente trabalho procuramocs apenas estudar a morfologia e
a estrutura microscopica das espiculas silicosas, que formam verdadeiros
silico-esqueletos nas diferentes partes da planta semelhantes ao silico-
-esqueleto observado nas diatomaceas.

O mecanismo de deposi¢cao de silica nos vegetais ainda nao esta
suficientemente esclarecido. Um dos autores do presente trabalho tem
se dedicado a éste aspecto do problema, concluindo que o mecanismo
e provavelmente de natureza enzimatica (7). De um certo modo, éste
ponto de vista parece se confirmar com as conclusées de LEwin (19),
que trabalhou com culturas de diatomaceas e verificou influéncia de
varias substancias contendo enxofre reduzido (grupamentos SH), sobre
a utilizacao da silica pela diatomacea.

_Material e metodos:

O material por nos escolhido para iniciarmos os estudos sébre a
importancia da silica nos vegetais foi a graminea P. mazimum, que
alem de ser abundante em téda regiao do D. Federal, pode ser facﬂmente
cultivada em culturas hidroponicas, de tal maneira que podemos variar
a concentracao de silicato disponivel e verificar o efeito desta variacéo
sObre as espiculas de silica.

Para obter as esplculas de silica para exame microscOpico empre-
gamos uma técnica que é, em ultima analise, u’a modificacdo da técnica
empregada por FREY-WYSSLING (9) e da empregada recentemente por
HELMCKE (14).
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De inicio, o material proveniente da graminea & tratado pelo acido
sulfurico a quente (como na mineracao para a determinacao do
nitrogénio pelo método de KoeLpAHL), usando como catalisador a agua
oxigenada.

Depois de eliminada a matéria orgénica, o residuo foi lavado varias
vézes com HNO; diluido e com HC1 diluido, sendo finalmente lavado
com agua destilada.

Monta-se o material obtido sbre a grade porta-objeto, previamente
coberta por uma membrana de colédio. O material esta, desta forma,
pronto para ser submetido ao exame no microscopio de contraste de
fase e no microscopio electronico.

Depois de examinado pelas duas técnicas microscopicas acima refe-
ridas, foram escolhidos os aspectos mais interessantes dos quais tomamos
numerosas fotografias. Desta maneira pudemos observar algumas for-
macoes ja descritas por HELMcKE (13) (14) nas diatomaceas, bem como
outras formacoes que sO se apresentam nas gramineas.

Em alguns casos entretanto, dada a espessura da camada silicosa,
torna-se dificil a evidenciacao de detalhes de estrutura com esta técnica
e fomos obrigados a recorrer a outros artificios técnicos para poder
observar éstes detalhes de estrutura.

A técnica adotada para éste fim foi a das réplicas de benzeno ou
naftaleno carbonizados feitas sobre o material a examinar, recomendada
por KoenNiG e HerLwic (16). O material é colocado sdobre a grade
porta-objeto (ja dotada de uma membrana de coldédio) e levado a
camara de vacuo onde se procede a sua cobertura por uma camada de
negro de fumo produzido pela vaporizacao e carbonizacao de naftaleno
ou benzeno por bombardeio electronico.

Combinamos esta técnica com a de sombreamento pelo PtO., meta-
lizando o material, antes de ser submetido a carbonizacao, com uma
camada de PtO., aplicada sob um angulo de 20°.

Terminada a operacao de sombreamento e a de carbonizacao, o
material, sempre sObre a membrana de colddio, deve ser tratado pelo
HF1 (48,51%), que dissolve, em poucos minutos, a camada de silica,
restando entao apenas a replica do material carbonizado que pode
evidenciar os detalhes da estrutura da superficie das espiculas.

RESULTADOS

Do exame das espiculas obtidas, o processo da mineralizacao dos
componentes organicos resultou ser o melhor para o estudo e descri¢ao
do revestimento silicoso nos vegetais.

As espiculas da borda das folhas, em forma de espinho, ja tém
sido bem estudadas, por iso nelas nao nos detemos; parece tratar-se
de modificacoes do revestimnto das células da borda. Entretanto, admi-
tem alguns ter observado elementos figurados de protoplasma no
interior da cavidade que se pode notar no interior de cada espinho.
(Estampa I, a e b)
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Na Est. I (c, d), vé-se um conjunto de espiculas do limbo (c) e
da nervura central (d) da folha que apresentamos para dar uma idéia
da posicao relativa e da abundancia das incrustacoes de silica. Cha-
mamos a atencao para o carater generalizado do revestimento silicoso
que se apresenta até em elementos bastante diferenciados como os
estomatos, que serdo vistos com maiores detalhes na fig. 8 e para
as chamadas celulas de silica que poderao também ser melhor observaclas
na Est. II (e, f, g e h)

Observando-se a estrutura das incrustacées da Est. I (e), que
constituem o esqueleto silicoso da folha, teremcs uma visdo de quase
todos os tipos de espicula. Nas fotografias obtidas com maior aumento
(Est. I f, g) e com auxilio da técnica de réplica podemos ver como
as celulas se articulam umas nas outras (fig. 3 d, e).

Comparando as formacoes encontradas na f6lha, com as encontradas
na gluma (bractea protetora das espiguilhas das gramineas), vemos
na Est. Il (a, b, ¢, d), que a estrutura da gluma, se bem que de aspecto
diferente, apresenta um sistema homélogo de articulacoes entre os ele-
mentos celulares.

Verificamos também a existéncia de estruturas semelhantes a
“Schaumstruktur” descrita por HELMcKE (13) nas diatomaéaceas, se bem
que a estrutura observada por nos apresenta elementos com poros de
maior diametro. HeELMCKE (13) atribui a esta estrutura a maior impor-
tancia, admitindo mesmo que ela pudesse ter um papel de membrana
seletiva. Est. ITI (i, j, k)

O Dr. MANEKE, do Fritz-Haber-Institut der Max-Planck-Gesellschaft,
mediu, a pedido de HELMKE, a diferenca de potencial desta “Schaum-
struktur”, encontrando valores da ordem de 3 mV, na sol. de
NaOH 0.001 N. (13).

As “células de silica” Est. II (e, f, g, h), cuja funcao ainda nio esta
esclarecida, apresentam uma estrutura silicosa muito peculiar e podemos
dizer que sao células bastante diferenciadas. Pelo seu nimero e pela sua
diferenciacao, podemos supor que elas representam um relevante papel
no metabolismo de silica destas gramineas. Podemos ver também na
Est. II, f, b, a chamada ‘“célula de cortica”, que sempre acompanha a
“célula de silica”.

A placa interior que se pode observar na Est. II, g, présa apenas por
duas hastes laterais, apresenta uma estrutura membranosa que podemos
videnciar examinando a fotografia da Est. II h, obtida pela técnica
de réplica.

Os estomatos apresentam também uma estrutura silicosa, se bem
que um revestimento menos espésso. Na Est. II, 1, vemo: um fragmento
de espiculas apresentando o revestimento silicoso de um estédmato ¢
na Est. II, m, vemos o mesmo revestimento em fotografia obtida pela
técnica de réplica, no microscopio eletronico.
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Na raiz, o que melhor se observa, € o contraste entre suas espiculas
lisas e retilineas com as espiculas em ondulagao, observadas na f6lha
e na gluma, Est. II, n. Nas fotografias com a técnica de sombreamento
e réplica podemos ver (Est. II, o, p), os fragmentos de silica no processo
de adsorcao e absorcao de silica. O processo de absorcao de silica foi
estudado por FERRARI (8), entretanto, achamos que éste processo esta
longe de ter o seu mecanismo devidamente esclarecido.

Terminando a apresentacao déste estudo, sObre a estrutura das
espiculas silicosas na graminea Panicum maximum, podemos dizer que,
a quantidade e a ocurréncia de deposicao de silica em tao grande numero
de células, reflete, certamente, a importancia que devem representar nas
funcoes celulares désses vegetais.

Um dos autores (P.F. Jr.) teve o auxilio do C.N.Pq. para a realizacao do
presente trabalho.

SUMMARY

The silica structure of the grass Panicum maximum were studied
by electron and phase contrast microscopy. Several interesting kinds
of silica formation (spiklets) were found.

The most interesting structures ressembles the “Schaumstruktur”
found by HELMCKE in diatoms.

Another interesting structure was described in the ‘“silica cells”
and a detailed study of the morphology of some different Kkinds of
spiklets was made.
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Ueber dunne aus Kohlenwasserstoffen
Zeit. f.

EXPLICACAO DAS ESTAMPAS

ESTAMPA I

Espiculas das bordas das folhas com aumento de X48.
(Microscopio de contraste de fase)

As mesmas espiculas com aumento de X155

(M. contraste de fase)

Incrustacoes silicosas no limbo das folhas, com aumento de X155.
Podemos notar o numero de células de silica .

(M. contrast. fas.)

Incrustacgoes silicosas na nervura central com aumento de X155.

Podemos observar bem 3 estrutura dos estomatos.
(M. contrast. fas.)

Fotografia com aumento de X 155, na

estrutura silicosa da parede celular.
(M. contrast. fas.)

Fot.ograf'ia da mesma estrutura com aumento de X155,
(Micoscépio electrénico) .

Fotografia de uma ondul
(M. electronico) .

Fotografia da mesma
Aumento de X1575.

Fotografia da mesma
(M. electronico) .

qual podemos observar bem a

acao isolada com aumento de X4780.
estrutura com o auxilio da técnica de réplica.

estrutura com o emprégo da mesma técnica de
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ESTAMPA 1I
a) Fotografia com aumento de X155, mostrando um aspecto tipico das

b)
C)

d)

1)

h)

D)

forma.coes silicosas da gluma, que deve ser comparada com as observadas

na folha (Est. I, e).
(M. contrast. fas.)

Fotografia da mesma formacao com aumento de X1575.
(M. electronico) .

Fotografia da mesma estrutura com aumento de X3920.
(M. electronico) .

Fotografia da mesma estrutura, obtida com o auxilio da técnica de
réplica. Aumento X3920.
(M. contrast. fas.)

Incrustacoes silicosas de numerosas ‘“celulas de silica”,
(M. contrast. fas.)

Fotografia de uma “célula de silica” isolada, sem a placa interna. Pode-se
ver a chamada ‘“célula de cortica” (cork cell) que sempre aparece acom-
panhado a ‘“célula de silica’.

Aumento de X1575. Foi usada para a obtencao desta fotografia a técnica
de réplica.

(M. electrénico) .

“Célula de silica” em fotografia obtida sem o uso da técnica de reéplica.

Pode-se ver bem, a placa interna presa a parede celular apenas por
duas hastes.

(M. electronico) .

Placa inilerna isolada, mostrando a estrutura membranosa de suas bordas.

g‘(%%c;%rafia obtida com o emprégo da técnica de réplica. Aumento de

Aumento de X155.

(M. electronico) .
“Placa porosa’” (Schaumstruktur ?), observada com aumento de X1575.
(M. electrdonico) .

“Placa porosa’®com aumento de X3920.
(M. electronico) .

Estrutura fina da ‘“placa porosa’.
(M. electronico) .

Revestimento silicoso dos estomatos.
(M. contrast. fas.)

Revestimento silicoso dos estomatos em fotografia obtida com o emprego
da técnica de réplica. Aumento X1575.
(M. electronico) .

Espiculas silicosas das células da raiz. Nota-se bem a estrutura reti-
linea do revestimento da parede celular em contraste com revestimento
em ondulgcao observado nas folhas. Aumento X155.

(M. contrast. fas.)

Estrutura. da superficie das células da raiz em fotografia obtida por
meio da tecnica de réplica. Aumento de X1575.
(M. electronico) .

Fotografia feita com a mesma técnica de réplica, porem com um au-
mento de X3920.
(M. electronico)

com aumento de X'T7200.

Aumento de X155.
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