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Resumo 

O sapotizeiro (Manilkara zapota (L.) P. Royen) é uma espécie frutífera muito conhecida da 

família Sapotaceae, comumente encontrada nas regiões tropicais. O sapotizeiro é cultivado 

para produção de frutos comestíveis e do látex. Devido à ação biológica atribuída a extratos 

da folha e da casca de Manilkara zapota na medicina popular, e a escassez de informações 

sobre a espécie na literatura, este trabalho objetivou a caracterização da estrutura e 

histoquímica da folha, lenho e de laticíferos presentes nesses órgãos e analisar a atividade 

antifúngica do extrato foliar, rico em proteínas, contra leveduras do gênero Candida. A 

espécie Manilkara zapota foi analisada através de microscopia óptica e eletrônica de 

varredura para relatar as características anatômicas e ultraestruturas da folha. Para análise 

bioquímica, foi obtido o extrato rico em proteínas  das folhas de Manilkara zapota, este foi 

submetido à técnica de eletroforese em SDS PAGE tricina para a visualização do perfil 

proteico. O extrato proteico das folhas  também foi testado quanto a sua propriedade de 

inibir o crescimento das leveduras C. albicans e C. tropicalis, bem como, a propriedade de 

permeabilização de suas membranas citoplasmáticas. A microscopia de varredura 

evidenciou a presença de cera epicuticular e hifas fúngicas, em ambas a epidermes e 

tricomas. A microscopia óptica evidenciou a lâmina foliar de Manilkara zapota, 

apresentando epiderme adaxial bisseriada e presença de cristais prismáticos, parede 

periclinal externa sinuosa, parênquima paliçádico e lacunoso multisseriados. As folhas são 

do tipo hipoestomática com estômatos anomocíticos. O feixe vascular é do tipo convexo à 

superfície adaxial. Os laticíferos são do tipo articulados não anastomosados. O lenho de 

Manilkara zapota apresenta camadas de crescimento indistintas, porosidade difusa, vasos 

solitários e múltiplos, placa de perfuração simples, pontuações intravasculares, parênquima 

axial do tipo apotraqueal, raios unisseriados e bisseriados, com células procumbentes e 

quadradas. Através eletroforese do extrato foliar duas bandas proteicas foram visualizadas, 

uma de 14 kDa e outra acima de 26 kDa. O extrato proteico foi capaz de causar uma 

inibição significativa no crescimento das leveduras testadas nas concentrações de 200 e 300 

µg.mL-1, entretanto através do uso da sonda Sytox green não foi possível observar a 

permeabilização das membranas fúngicas. Os resultados obtidos neste trabalho geram 

subsídios para taxonomia e filogenética da espécie, e disponibilizam o conhecimento sobre 

proteínas de caráter antifúngico e sua possível aplicação biotecnológica. 
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Candida spp. 

Abstract 

Sapodilla (Manilkara zapota (L.) P. Royen) is a well-known fruit of the Sapotaceae family, 

commonly found in tropical regions. Sapodilla is grown for the production of edible fruits 

and latex. Request for biological action attributed to extracts of leaf and bark of Manilkara 

zapota in folk medicine, and the scarcity of information about the species in the literature, 

this work aimed at characterizing the structure and histochemistry of leaf, wood and dairy 

products present in the organs and analysis of the antifungal activity of leaf extract, rich in 

proteins, against yeasts of the genus Candida. The species Manilkara zapota was analyzed 

through optical microscopy and scanning electron to report the anatomical characteristics 

and ultrastructures of the leaf. For biochemical analysis, the extract rich in proteins of the 

leaves of Manilkara zapota was found, which was submitted to the electrophoresis 

technique in SDS PAGE tricina to visualize the protein profile. The protein extract of the 

leaves was also tested for its property of inhibiting the growth of the yeasts C. albicans and 

C. tropicalis, as well as the property of permeabilization of their cytoplasmic membranes. 

Scanning microscopy showed the presence of epicuticular wax and fungal hyphae in both 

epidermis and trichomes. An optical microscopy showed a leaf blade of Manilkara zapota, 

reinforced bisexual adaxial epidermis and the presence of prismatic crystals, sinuous 

external periclinal wall, palisade parenchyma and multiseriate lacunae. The leaves are 

hypoestomatic with anomocytic stomata. The vascular bundle is of the type convex to the 

adaxial surface. Dairy products are of the articulated, non-anastomosed type.  

The Manilkara zapota wood has indistinct growth layers, diffuse porosity, solitary and 

multiple vessels, single perforation plate, intravascular punctuation, apotracheal axial 

parenchyma, uniseriate and bisected rays, with procumbent and square cells. Through 

electrophoresis of the leaf extract, two protein bands were visualized, one of 14 kDa and 

the other above 26 kDa. The protein extract was able to cause a significant inhibition in the 

growth of the yeasts tested in the concentrations of 200 and 300 µg.mL-1, however through 

the use of the probe Sytox green it was not possible to observe the permeabilization of the 

fungal membranes. The results obtained in this work generate subsidies for taxonomy and 

phylogenetics of the species, and provide knowledge about proteins of antifungal character 

and their possible biotechnological application.  
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1. Introdução   

 

As plantas tropicais nativas das Américas têm sido utilizadas a mais de 10 mil 

anos como alimento ou medicamento (Simões et al., 2017). Durante as grandes navegações 

portuguesas e espanholas foram levadas espécies das Américas para a Europa difundindo o 

conhecimento etnobotânico dos ameríndios (Bracht et al., 2011). Atualmente, as principais 

fontes de alimento nos continentes são espécies domesticadas a partir da cultura desses 

povos. O uso das muitas substâncias bioativas presentes nessas espécies, por esses povos 

antigos, também gerou informações ao longo dos séculos utilizadas na medicina alternativa 

(Simões et al., 2017). 

As diversas substâncias bioativas presentes no látex e nos extratos foliares podem 

conferir atividade biológica contra patógenos inibindo seu crescimento. De forma 

semelhante as espécies da família Sapotaceae se demonstram  promissoras quanto à 

atividade biológica de seus extratos, tanto da madeira quanto de folhas (Fenner et al., 2006; 

Ferreira et al., 2007; Kothari et al., 2011). 

A caracterização da anatomia foliar, do lenho e de suas estruturas secretoras pode 

auxiliar na classificação taxonômica de uma espécie devido à presença ou ausência, de  

estruturas secretoras, sua  morfología e sua  localização nos órgãos de plantas (Castro et al., 

1997; Castro & Demarco, 2008). Os laticíferos são estruturas secretoras formadas por uma 

ou mais células alongadas que formam redes de canais (Ascensão, 2007; Hagel et al., 

2008). Essas células especializadas produzem e secretam o látex, uma substância de aspecto 

leitoso rico em proteínas que tem como função principal atuar na defesa das plantas (Ramos 

et al., 2019).   

Esse fluido é liberado quando a planta sofre injuria, bloqueando a entrada de 

patógenos (Ramos et al., 2019). Este fato pode ser também considerado uma defesa 

mecânica, ou uma defesa contra herbivoria devido a presença de substâncias resinosas e 

borracha ou mesmo combatendo o crescimento de micro-organismos através de uma gama 

de substâncias, tais como compostos fenólicos, terpenos, proteínas, alcaloides (Ramos et 

al., 2007; Freitas et al., 2015; Ramos et al., 2019). Substâncias como mucilagem, lipídeos e 

carboidratos também podem estar presente na composição do látex, inclusive os lipídeos 
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são os compostos secretados mais apreciados da família Sapotaceae (Monteiro et al., 2007; 

Ramos et al., 2020). 

A família Sapotaceae é formada por plantas lenhosas com distribuição Pantropical 

das quais 231 espécies são encontradas no Brasil. Essas espécies de grande porte são 

valorizadas comercialmente devido à produção de madeira de boa qualidade e produção de 

frutos. Dentre os caracteres morfológicos diagnósticos da família, destaca-se a presença de 

laticíferos, cujo látex de espécies da América do Sul foi extensivamente utilizado para 

produção de goma de mascar (Chicle). Um exemplo de uma espécie da família Sapotaceae 

valorizada comercialmente é a Manilkara zapota (Alves-Araújo & Alves, 2010; Souza & 

Lorenzi, 2012; Carneiro et al., 2013; Mônico et al, 2017). 

A espécie  Manilkara zapota, também conhecida como sapotizeiro é de grande 

porte, nativa do Sul do México e da América Central, difundida nas regiões tropicais da 

América do Sul, América do Norte e Ásia (Silva Junior et al., 2014). O fruto do sapotizeiro 

é aplicado na indústria alimentícia, sendo consumido ao natural ou em forma de geleias, 

sorvetes, refrescos e xaropes. Este fruto é rico em açúcar e não possui ácido, porém quando 

verde, apresenta tanino adstringente, que desaparece naturalmente quando completamente 

maduro. Apesar da predominância dos laticíferos, outras estruturas e compostos ergásticos 

foram reportados para diferentes gêneros da família Sapotaceae (Heaton, 1997). Várias 

partes desta planta são usadas na medicina popular no tratamento de infecções, dor, febre, 

gripe, diarreia e por apresentar propriedades diuréticas (Milind, 2015). Estudos científicos 

confirmam algumas dessas atividades, como antidiarreica, anti-inflamatória e 

antimicrobiana (Ganguly et al., 2013). De acordo com Fayek e colaboradores (2012), entre 

essas atividades poucas tem sido analisada quimicamente.  

Os laticíferos de Manilkara zapota estão presente em todos os órgãos da planta, 

fluindo intensamente principalmente nas folhas e pecíolo, atuando contra diversos 

patógenos devido a presença de proteínas e metabólitos de que fazem parte dos diferentes 

mecanismos de defesa vegetal (Ramos et al., 2020).  

Os  mecanismos utilizados pelas plantas podem ser induzidos ou constitutivos 

(Simões et al., 2017). O mecanismo de defesa constitutiva é formado por estruturas e 

compostos bioquímicos que estão sempre presentes nas plantas durante o seu 

desenvolvimento, podendo ser  estrutural ou químico (Menezes, 2009; São João & Raga, 

2016). 
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 A defesa estrutural envolve estruturas presente no vegetal que o protege contra 

patógenos e herbívoros, impedindo que estes entrem ou se espalhem pela planta, conferindo 

ainda defesa contra variações ambientais (Menezes, 2009). Já o mecanismo químico  de 

defesa ocorre por meio da presença de toxinas, com por exemplo, proteínas, peptídeos, 

metabolitos secundários presente nas plantas (Menezes, 2009). 

 Na defesa induzida há o reconhecimento de eliciadores que funcionam como 

sinalizadores,  levando o vegetal a ter sua produção de  moléculas e compostos de defesa 

aumentada para combater o agente causador de danos (Castro & Fontes, 2005; Menezes, 

2009).  

Como visto até agora as plantas dispõe de vários mecanismos e moléculas que 

trabalham de forma articulada frente aos estreses bióticos e abióticos, o sinergismo entre 

alguns produtos antimicrobianos sintetizados pelas plantas, também pode ser efetivo no 

sucesso da ação antimicrobiana (Stermitz et al., 2000).  

Assim, devido à composição e valorização dos extratos foliares na etnobotânica, a 

presença de estruturas secretoras e importância econômica da espécie, o presente estudo 

apresentou os seguintes questionamentos: Qual a função dos laticíferos na folha e no lenho 

de Manilkara zapota? Sua estrutura e composição auxiliam na defesa desta planta? Quais 

proteínas podemos encontrar no extrato foliar rico em proteínas ? A composição proteica 

do extrato da folha pode apresentar a atividade antifúngica sobre leveduras do gênero 

Candida? Podemos considerá-la para a caracterização de futuros compostos bioativos? 

2. Importância econômica e ecológica de plantas com ampla distribuição tropical 

As plantas tropicais são muito apreciadas em seu uso na produção de alimentos e 

fármacos. Assim, devido à boa qualidade da madeira, valor nutricional ou fitoterápico, 

muitas espécies de plantas tropicais foram domesticadas, disseminadas, cultivadas e 

comercializadas em várias partes do globo (Repetto, 1988). Entre estas, Persea americana 

Mill. (abacate), Ipomea batatas L. Lam. (batata-doce), Ilex paraguariensis A.St.-hil (mate), 

Theobroma cacao L. (cacau), Zea mays L. (milho) são exemplos de espécies tropicais 

selecionadas pelos ameríndios em tempos remotos e hoje fazem parte da alimentação da 

população em escala mundial. Algumas espécies foram utilizadas na indústria de fármacos, 

e são conhecidas e comercializadas. Entre estas, saparrilha (Smilax spp.), guáiaco 

(Guaiacum officinale L.), de origem caribenha, usadas na Europa contra sífilis (Simões et 

al., 2017); substâncias bioativas obtidas de cascas de cinchona (Cinchona calisaya Wedd.) 
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usada como antimalárico; e pilocarpos (Pilocarpus jaborandi Holme) usada no tratamento 

de glaucoma (Bracht et al., 2011; Simões et al., 2017). Outro exemplo, é a espécie em 

estudo, Manilkara zapota (L.) P. Royen, conhecida popularmente como sapotizeiro, espécie 

frutífera mais conhecida da família Sapotaceae. Várias partes desta planta são usadas na 

medicina popular no tratamento de inflamações, dor, febre, gripe, diarreia e por apresentar 

propriedades diuréticas (Milind, 2015). Estudos científicos confirmam algumas dessas 

atividades, como antidiarreica e anti-inflamatória (Ganguly et al., 2013) 

Muitas substâncias bioativas foram e têm sido descobertas graças aos 

conhecimentos etnofarmacológicos (Miranda et al., 2003; Filho et al., 2009). Em função 

disso pode-se concluir que a humanidade possui uma grande dívida com as espécies 

tropicais das Américas e com os seus povos (Simões et al., 2017). A caracterização dos 

aspectos anatômicos e histoquímicos de Manilkara zapota, aliada a informações de outras 

áreas, contribuirá com a descrição de caracteres úteis na diagnose da espécie e a 

caracterização dos sítios de secreção e/ou acúmulo dos metabólitos presentes na folha, bem 

como identificar a presença de metabólitos e componentes antimicrobianos nos tecidos da 

espécie em questão.  

2.1 Anatomia da folha e do lenho 

  Através da anatomia dos órgãos vegetativos é possível determinar relações entre as 

funções e as diversas estruturas que compõe esses órgãos, elucidando assim os mecanismos 

de adaptação e alteração que permite as plantas se desenvolverem em ambientes 

diferenciados e resistirem às mudanças ambientais, bem como conhecer a fisiologia das 

espécies de plantas estudadas (Evert, 2013). A anatomia de folha e do lenho tem sido 

importante, auxiliando classificar e distinguir espécies, bem como fonte de informações 

para análises filogenéticas (Moraes et al., 2012). Além disso, a anatomia destes órgãos 

pode fornecer informações sobre as condições ambientais do seu habitat, tais como regime 

hídrico, intensidade luminosa (Somavilla & Ribeiro, 2011, Campbell et al., 2018; Pireda et 

al., 2019). Além de ser de grande importância para desvendar funções de estruturas 

secretoras ligadas a defesa da planta (Miguel et al., 2009) e sobre sua composição através 

da histoquímica (Santos et al., 2009; Rocha et al., 2020) para fornecer dados para novos 

bioativos para indústria farmacêutica. 

            Alguns trabalhos já demostraram características anatômicas importantes da folha de 

Manilkara zapota como a presença de esclereides e laticíferos acompanhando a nervura 
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central (Nair & Chanda, 2008; Pinho & Santos, 2017; Moura et al., 2019; Rodriguez-

Garcia et al., 2019). Porém, Manilkara zapota ainda não possui uma descrição 

morfoanatômica e ultraestrutural completa e existe uma carência de dados sobre a 

composição química, metabólitos, histolocalização e composição de seu látex (Rodriguez-

Garcia et al., 2019). Nesse sentido, este presente trabalho pretende avaliar a estrutura e 

histoquímica da folha de Manilkara zapota e caracterizar o lenho fornecendo informações 

para uma melhor diagnose da espécie. 

 O levantamento de dados sobre a anatomia do lenho, também pode ser instrumento 

fundamental para a classificação das espécies da família Sapotaceae (Armstrong, 2010). No 

Brasil, Sapotaceae desperta grande interesse pela importância econômica de suas madeiras, 

frequentemente utilizadas na construção civil, em estruturas de telhado, assoalhos e 

esquadrias, assim como na fabricação de dormentes, entre outras (Mainieri & Chimelo, 

1989). O reconhecimento desta família, por meio de características anatômicas e 

relativamente simples. Entretanto, devido à homogeneidade no nível genérico, é muito 

difícil distinguir os diversos gêneros e espécies. Além de complexo, existem lacunas de 

caracterização de espécies desta família inclusive de Manilkara zapota. Assim, além de 

fornecer informações para estudos filogenéticos e taxonômicos do gênero, o presente 

trabalho pode auxiliar com informações sobre a qualidade da madeira e potencial 

energético das espécies do gênero (Svendsen, 2004). Dentre os caracteres morfológicos 

diagnósticos da família Sapotaceae, destaca-se a presença de laticíferos, cujo látex de 

espécies da América do Sul foi extensivamente utilizado para produção de goma de mascar 

(Pinho & Santos, 2017). De acordo com Mustard (1982), no floema secundário de 

Manilkara. zapota alguns raios são compostos inteiramente de laticíferos nos ramos esses 

raios se dilatam e formam laticíferos secundários próximos a periderme. 

2.1.2 Estrutura secretora e laticífero 

 Assim como a anatomia da folha e do lenho, a análise das estruturas secretoras 

fornece dados relevantes para a descrição anatômica da planta e sua classificação 

taxonômica (Mahlberg, 1993; Castro et al., 1997). Através de análises destas estruturas é 

possível também conhecer a natureza química das substâncias secretadas e relacioná-las 

com seu papel mecânico ou fisiológico na planta (Fahn, 1979; Castro et al., 1997; Da 

Cunha et al., 1998). As estruturas secretoras podem ser encontradas em diferentes órgãos 

da planta, ou apenas em um órgão vegetal ou ainda apresentar várias estruturas em um 
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mesmo indivíduo (Fahn, 1979; Castro, 1997; Ascensão, 2007). Estas estruturas podem ser 

classificadas quanto a sua localização nos órgãos das plantas, podendo ou não secretar as 

mesmas substâncias (Machado & Fernandes, 2011).  

 As estruturas secretoras encontradas na família Sapotaceae são os tricomas, os 

idioblastos (cristalíferos e oleíferos, células de óleo) e os laticíferos articulados (Monteiro 

et al., 2007). Além disso, a ocorrência de cristais solitários ou agrupados e de areia 

cristalífera é considerada características diagnósticas da família (Metcalfe & Chalk, 1972; 

Monteiro et al., 2007). 

Os laticíferos podem ser formados por segmentos de células fundidas formando 

uma rede de tubos ou uma longa e única célula, que contém látex (Fahn, 1979). De acordo 

com a anatomia, os laticíferos podem ser classificados em dois tipos: articulados e não 

articulados (Fig. 1). Os articulados, como encontrados nas Sapotaceae, são formados por 

uma sequência de células conectadas (Kekwick, 2001; Ramos et al., 2019). Os laticíferos 

articulados podem ser ainda classificados como não anastomosados, apresentando cadeias 

de células finais com paredes intactas e laticíferos articulados anastomosados, apresentando 

cadeias de células conectadas lateralmente formando uma rede, cujas paredes terminais 

podem ser totalmente ou parcialmente dissolvidas (Fig. 1) (Ascensão, 2007; Hagel et al., 

2008; Ramos et al.,2019). 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Ilustração dos diferentes tipos de laticíferos. Presença de paredes terminais nos laticíferos 

articulados não anastomosados. Laticífero articulado anastomosado com parede terminal 

parcialmente dissolvida (PCw) e totalmente dissolvida (CCw). Laticíferos não articulados com 

apenas uma parede celular, não ramificado e ramificado respectivamente. Adaptado de Ramos et 

al., (2019). 
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2.1.3 Mecanismo de defesa de plantas 

As plantas constituem o mais amplo grupo de vida autotrófica sobre a Terra. Por 

serem ricas em material orgânico representam fonte de nutrientes para muitos organismos, 

tais como fungos, bactérias, vírus, nematoides, insetos, moluscos e alguns vertebrados 

como aves e mamíferos, inclusive o homem, que se alimentam delas e que podem gerar 

danos durante este processo (Castro & Fontes, 2005; Aoyama & Labinas 2012). Devido a 

esses danos, elas desenvolveram várias formas de defesa que podem ser classificadas como 

induzidas ou constitutivas (Maor & Shirasu, 2005; Reignault & Sanchole, 2005; São João 

& Raga, 2016; Simões et al., 2017). 

A defesa do tipo mecânica envolve estruturas que protege as plantas contra 

patógenos e herbívoros, impedindo que estes entrem ou se espalhem pela planta, conferindo 

ainda defesa contra variações ambientais (Menezes, 2009). Estruturas como cutícula 

espessa, presença de hipoderme, parede celular, cera epicuticular e tricomas, além de 

proteger de ataques patogénicos, dificulta a herbivoria e reduz o estresse abiótico refletindo 

a radiação, evitando o superaquecimento das folhas e perca de água (Aoyama & Labinas 

2012; São João & Raga, (2016); Pessoa et al., 2019; Pireda et al., 2019).  

Algumas espécies contêm cristais prismáticos e sílica nos tecidos vegetais e 

produzem látex, como é o caso de Manilkara zapota, espécie de análise desse trabalho 

(Monteiro et al., 2007; Pinho & Santos, 2017). Estes atuam mecanicamente contra 

herbivoria uma vez que os cristais, grãos de sílica e a borracha do látex torna o tecido 

vegetal não palatável e de difícil digestão (Aoyama & Labinas 2012).  

O látex quando liberado por injúria, torna-se denso e pegajoso devido a presença 

de borracha e resinas, produzindo uma ação colante, imobilizando insetos fitófagos e 

prendendo suas mandíbulas, evitando também a entrada de microrganismos na área 

exposta, no látex também há presença compostos que atuam na defesa química (Konno, 

2011) 

A defesa constitutiva química das plantas é realizada pela presença de toxinas que 

podem fazer parte da constituição química de algumas estruturas ou ainda estocadas em 

estruturas como laticíferos, ductos de resina, tricomas glandulares e liberadas pós ataques 

por herbívoros, proliferação de patógenos ou por sensibilidade a movimentações sob os 

tecidos da planta (Menezes, 2009). Alguns desses compostos, oferecem proteção contra 

herbivoria, dificultando a digestão ou matando o herbívoro, além de evitar ou reduzir a 

proliferação de patógenos, também permitindo aos vegetais enfrentar condições de estresse 
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abiótico exercidas pelo meio ambiente (Pireda et al., 2019). Entre os compostos que 

constituem a defesa química, estão os metabolitos secundários, como terpenos, saponinas, 

cardenolídeos, cianeto, morfina, alcaloides, compostos fenólicos, lipídeos, mucilagem. 

Quitinases e peptídeos antimicrobianos (AMPs) como tioninas, defensinas, inibidores de 

protease e proteínas transportadoras de lipídeos (LTP) também fazem parte dessa defesa 

(Menezes, 2009; Fayek et al., 2012). As saponinas são conhecidas por permeabilizar as 

membranas celulares, já os cardenolídeos inibem a atividade da bomba de Na/K-ATPase e 

o cianeto é liberado na decomposição de glicosídeos cianogênios, estocados nos tecidos de 

algumas espécies vegetais, inibindo a respiração celular de predadores (Menezes, 2009; de 

Paula PedrozaI et al., 2015). A morfina encontrada na Papaver sonniferum, atua no sistema 

nervoso central de herbívoros funcionando como defesa. Já as defensinas de plantas, um 

conhecido AMP, pode causar a permeabilização de membranas, agindo através da interação 

com lipídeos específicos localizados na membrana do patógeno. Além de agir diretamente 

sobre o patógeno as defensinas também podem estimular  o sistema imune da planta 

(Menezes, 2009).  

Alguns desses compostos podem ser prejudiciais à própria planta, por isso algumas 

dessas substâncias de defesa são estocadas na forma inativa, ou em compartimentos 

reservados, sendo liberado frente ao ataque (Menezes, 2009). Deste modo a defesa 

constitutiva acarreta gastos, já que há produção contínua de compostos independentemente 

do ataque por patógenos, e ainda a planta necessita investir em mecanismos para se 

proteger de seus próprios compostos tóxicos, como estratégia para economia de recursos e 

energia, os vegetais investiram na defesa induzida (Menezes, 2009).  

Na defesa induzida há o reconhecimento de eliciadores produzidos pelos agentes 

bióticos. Estes são moléculas ou partes do agente invasor (herbívoros ou patógenos) que  

funcionam como sinalizadores, produzindo alterações fenotípicas no vegetal através da 

transdução de sinal culminando na ativação de genes específicos, resultando em produtos 

que irão alterar as vias metabólicas levando a uma resposta de hipersensibilidade (Castro & 

Fontes, 2005; Menezes, 2009).  

Uma das primeiras resposta fisiológicas é a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) sinalizando a defesa, alterações de pH intracelular que levam a um rápido fluxo de 

íons, liberação o óxido nítrico (NO), fortalecimento da parede celular na região da infecção, 

síntese de produtos antimicrobianos como fitoalexinas, e proteínas relacionadas à 

patogênese (PRs) principalmente as peroxidases, quitinases, β-1,3-glucanases, lectinas, 
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inibidores de proteinase, proteínas inativadoras de ribossomos (PIR) e vários peptídeos 

antimicrobianos (Cohn et al., 2001; Carlini & Grossi-de-Sá, 2002; Fernando et al., 2009). 

          A infecção previa por patógenos e a reposta a hipersensibilidade pode resultar em 

uma resistência sistêmica no vegetal (SAR), que protegerá a planta contra futuros ataques 

(Menezes, 2009). Essa resistência induz um aumento na produção de algumas proteínas 

(PRs), NO, ROS, peróxido de hidrogênio, flavonoides, saponinas, melaninas, taninos, 

alcaloides e muitos outros compostos (Cohn et al., 2001; Menezes, 2009). 

A resposta de sensibilidade a eliciadores pode levar também a formação de barreiras 

mecânicas que atuarão na defesa (Castro & Fontes 2005; Menezes, 2009). Umas das 

respostas mecânica induzidas pela infeção fúngica local é o reforço da parede celular pela 

deposição de lignina, tornando-a mais espessa impedindo a invasão do patógeno. Como 

resposta invasão de patógenos nos feixes vasculares, pode ocorrer oclusão do xilema ou 

floema, estas oclusões podem ser derivadas do acúmulo de géis, gomas ou formação de 

tiloses diminuindo a dispersão de fungos e esporos (Menezes, 2009).  

Outra rota de defesa que atua contra estresse biótico e abiótico, desencadeando 

resposta ao ataque de herbívoros e outras condições estressantes, são os hormônios vegetais 

(dos Santos Soares & Machado, 2007) 

Os hormônios vegetais como os jasmonatos funcionam como molécula sinalizadora 

ativando a transcrição de genes de defesa culminando na produção de compostos tóxicos e 

proteínas como inibidores de proteases (dos Santos Soares & Machado, 2007; Wasternack 

et al., 2007). Alguns hormônios também estão envolvidos na sinalização frente a estresses 

abióticos (de Magalhães Júnior, 2010). 

Dentre as situações de estresse abiótico enfrentada pelas plantas, está a 

disponibilidade de água e luz, temperatura, salinidade, frio e geada causando danos severos. 

Como resposta as plantas desenvolveram uma gama de mecanismos que permite uma 

resposta eficiente assegurando sua sobrevivência (Nicot et al., 2005; de Magalhães Júnior, 

2010). Um desses mecanismos é a atuação do hormônio ácido abscísico relacionado na 

sinalização, ativação e alteração da expressão genica frente aos estresses abióticos, porém 

outros genes podem ser regulados por outros fatores (de Magalhães Júnior, 2010). Desse 

modo, as plantas têm desenvolvido uma variedade de defesas contra choques térmicos, 

seca, salinidade e frio para as quais elas respondem com mudanças qualitativas e 

quantitativas com relação a transcrição de genes e proteínas (Nicot et al., 2005; de 

Magalhães Júnior, 2010). Dentre as proteínas produzidas pela resposta genica estão as 
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aquaporinas, enzimas envolvidas na biossíntese de várias substâncias de proteção osmótica, 

proteínas protetoras de macromoléculas, chaperonas, proteases e enzimas que atuam na 

desintoxicação do citoplasma (Nicot et al., 2005; de Magalhães Júnior, 2010). 

Como visto até agora as plantas dispõe de vários mecanismos e moléculas que 

trabalham de forma articulada frente aos estreses bióticos e abióticos, nota-se também um 

efeito sinérgico entre alguns produtos antimicrobianos sintetizados pelas plantas que 

aparentemente pode ser efetivo no sucesso da ação antimicrobiana (Stermitz et al., 2000). 

Assim, toxicidade de alguns compostos pode ser potencialmente maior numa ação conjunta 

do que na ação individual destes (Stermitz et al., 2000). Alguns trabalhos por exemplo 

demonstram a ação sinérgica entre o ácido salicílico, NO, ROS na morte celular durante a 

defesa antimicrobiana (Cohn et al., 2001). As próprias proteínas PRs também agem em 

sinergismo e existem relatos de fitoalexinas que foram nove vezes mais tóxicas agindo com 

um outro composto do que quando testadas isoladamente (Cohn et al., 2001; 

Hummelbrunner & Isman, 2001). Os peptídeos antimicrobianos (proteínas de defesa) 

também agem em sinergismo, ensaios in vitro têm demonstrado que snakin-1, um peptídeo 

constitutivo atua sinergisticamente com a defensina de batata PTH1 contra Clavibacter 

michiganensis subsp. sepedonicus (Segura et al., 1999). Estes são um exemplo evidente de 

sinergia entre os componentes de defesa de uma planta (Stermitz et al., 2000). As 

experiências adquiridas nos trabalhos de Stermitz e colaboradores (2000) deixam bem claro 

que dois componentes de defesa de plantas medicinais podem atuar sinergicamente 

aumentando a atividade antimicrobiana de outro composto sobre patógenos. A clara 

importância da sinergia na ação nos mecanismos de defesa das plantas pode explicar muitas 

das vezes as tentativas fracassadas de isolar um único composto ativo de plantas 

medicinais, que demonstre atividade eficiente contra patógenos (Stermitz et al., 2000). 

 

 

2.1.4. Família Sapotaceae e a espécie Manilkara zapota 

A família Sapotaceae é representada por plantas lenhosas distribuídas em região 

pantropical com cerca de 1.250 espécies distribuídas em 58 gêneros (Carneiro et al., 2013). 

No Brasil são registrados 13 gêneros e 231 espécies distribuídas nos domínios 

fitogeográficos: Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica (Mônico, 2017; Almeida 

Júnior, 2015). Esta família abrange espécies arbóreas e arbustivas, com folhas simples, 
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pinada, laticíferos bem desenvolvidos e o fruto do tipo baga (Fabris & Peixoto, 2013; 

Moura et al., 2019). Sapotaceae possui importância comercial devido às propriedades de 

sua madeira, látex e na produção de fármacos (Marqui, 2007). Entre os gêneros utilizados 

na medicina popular estão: Pouteria, Mimusops, Manilkara, Gambeya, Argania, Ormosia, 

Sideroxylum, Calocarpum, Butyrospermum, Madhuka, Planchonella, Chrysophyllum e 

Manilkara (Marqui, 2007; Alves-Araújo & Alves, 2010; Souza & Lorenzi, 2012).  

A espécie Manilkara zapota conhecida popularmente como sapotizeiro é uma 

espécie tropical de grande porte que pode atingir até 45 metros de altura em meio à mata e 

10 metros em áreas abertas, apresenta tronco curto de cor cinza-claro a marrom-escuro e 

diâmetro variando de 1,25 a 3,50 metros, sua copa é densa formada por folhas simples, 

alternadas, coriáceas, inteiras, elíptico-ovaladas, verde-escura (Heaton, 1997). A espécie é 

nativa da costa de Yucatán no sul do México e da América Central, porém foi disseminado 

pelas regiões tropicais da América do Sul, América do Norte e Ásia (Rodriguez-Garcia et 

al., 2019) No Brasil, teve uma excelente adaptação sendo encontrada na floresta 

Amazônica, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica, compondo a Floresta de Terra Firme, 

Floresta Estacional Perenifólia, Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrófila 

(Fig. 2) (Silva Júnior et al., 2014). 
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Figura 2: Distribuição da espécie Manilkara zapota no Brasil. Norte (Amazonas, Amapá, Pará); 

Nordeste (Bahia, Ceará, Maranhão, Paraíba, Pernambuco, Piauí); Centro-Oeste (Mato Grosso do 

Sul); Sudeste (Espírito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo); Sul (Paraná); Domínios 

Fitogeográficos: Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica. Fonte: Almeida Júnior, 2015. 

 

Muito comercializado, o fruto do sapotizeiro é do tipo baga é apreciado devido à 

polpa suculenta e gelatinosa de sabor doce, quando verde o fruto produz muito látex (Fig. 

3) (Silva Junior et al., 2014). Além da madeira de boa qualidade e frutos, a espécie 

Manilkara zapota também é conhecida pelo uso de seu látex branco na produção de goma 

de mascar e na medicina alternativa devido a seus compostos bioativos (Pinho & Santos, 

2017; Rodriguez-Garcia et al., 2019).  
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                                  Figura 3: Espécie Manilkara zapota no ambiente de coleta. 

                                  Árvore (A); folha (B); látex e fruto (C), da espécie Manilkara zapota. 

                                  Fonte: Acervo pessoal; Nagari et al. 2012. 

 

Seus extratos são utilizados na medicina Maia contra disenteria, distúrbios 

circulatórios e colesterol alto (Rodriguez-Garcia et al., 2019). Na literatura há relatos de 

vários órgãos vegetativos da planta sendo usadas na medicina alternativas contra 

inflamações, dores, febres, tosses, diarreia, e doenças renais (Moura et al., 2019). 

De acordo com Rodriguez-Garcia et. al. (2019), M. zapota apresentou atividade 

antioxidante que pode estar relacionada à presença de polifenóis e flavonoides. O extrato 

foliar aquoso dessa espécie também inibiu bactérias patogênicas humanas Gram positivas e 

negativas como E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, apresentando também atividade 

antihiperglicemica. Além disso, o extrato metanoico de M. zapota apresentou atividade 

antimicrobiana contra diferentes cepas patogênicas, além de E. coli, S. aureus e P. 

aeruginosa (Nair & Chanda, 2008). Os fungos fitopatogênicos Colletotrichum capsici e 

Mycosphaerella fijiensis também foram inibidos pelos extratos de M. zapota (Rodriguez-

Garcia et al., 2019). Estes efeitos podem estar atribuídos à presença de compostos 
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fenólicos, terpenos, saponinas e lipídeos que compõe a defesa da planta (Fayek et al., 

2012). 

3. Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

Caracterizar a anatomia da folha e do lenho de Manilkara zapota, assim como 

verificar a atividade antifúngica dos extratos foliares com espécies do gênero Candida.  

3.1.2 Objetivos específicos 

● Caracterizar a anatomia da folha e do lenho de Manilkara zapota  

● Analisar as estruturas secretoras da folha e do lenho de Manilkara zapota.  

● Caracterizar a composição química da folha e de estruturas secretoras através da 

histoquímica; 

● Caracterizar a massa molecular peptídeos e ou proteínas com atividade 

antimicrobiana extraídos a partir do extrato foliar de Manilkara.zapota; 

● Avaliar o efeito antimicrobiano do extrato foliar de Manilkara zapota sobre as 

leveduras Candida albicans e Candida tropicalis; 

● Avaliar o efeito da fração proteica do extrato foliar de Manilkara zapota sobre a 

permeabilização de membranas. 

4. Material e Métodos 

4.1 Material Biológico  

4.1.2 Coleta do material botânico 

O indivíduo selecionado (Nº de registro do Herbario 5592) se encontra no campus 

da Universidade Estadual Do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, nas mediações do Hospital 

Veterinário (21°45´38.48´S e 41°17`.07.28´O), em uma área de campo aberto, na cidade de 

Campos dos Goytacases, RJ , Brasil. O campus possui árvores esparsadas e é utilizado 

como área de pastagem, com temperatura média anual variando entre  20.6° e  26.7°C. Para 

análises morfoanatomicas, foram coletadas amostras de cinco folhas completamente 

expandida e cinco amostras do lenho a 1,30 metro do peito ( Fig.4).  
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                        Figura 4: Indivíduo de Manilkara zapota (A). Retirada do corpo 

                        de prova (B). Corpo de prova (C). 

4.1.3 Microrganismos 

As espécies de leveduras Candida albicans (CE022) e C. tropicalis (CE017) e 

foram cultivados e conservados no Laboratório de Fisiologia e Bioquímica de 

Microrganismos (LFBM) do Centro de Biociências e Biotecnologia (CBB) da UENF, 

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. 
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As leveduras foram mantidas em ágar Sabouraud (1% de peptona, 2%de glicose e 

1,7% de agár-agár) (Merck) e conservadas no LFBM, do CBB da UENF, Campos dos 

Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. 

 

4.1.4 Dissociação epidérmica 

Para o estudo da epiderme, fragmentos da lâmina foliar foram dissociados pelo  

método de Franklin, modificado por Berlyn et al., (1976). Os fragmentos foram emersos 

em solução de ácido acético glacial e peróxido de hidrogênio a 20% v/v, na proporção de 

1:1 ml. Em seguida, o material foi levado à estufa a 60 ºC por 24h. Após as 24 horas, os 

cortes foram dissociados com auxílio de pincel e palitos, corados com Safranina, lavadas 

com água destilada, montados em lâminas com glicerina a 50% v/v. As lâminas 

semipermanentes foram analisadas em microscópio óptico de campo claro (Axioplan, 

ZEISS, EUA), com captura de imagem por câmera (Power Shot A640, CANON, EUA) 

acoplada. As imagens foram utilizadas para a descrição qualitativa.  

4.1.5 Testes Histoquímicos 

Parte do material botânico coletado foi reservado para cortes a fresco obtidos à mão 

livre, sendo submetidos a várias técnicas de coloração para análises das substâncias 

químicas presente no material. Para o reconhecimento de algumas substâncias de interesse 

foram utilizadas as seguintes técnicas de coloração:  

1) Compostos pécticos e mucopolissacarídeos – Os cortes foram submetidos a uma 

solução aquosa de vermelho de rutênio 0,02% por 8 minutos (Chamberleim, 1932, 

adaptado). A presença destes compostos foi indicada pela coloração vermelha.  

2) Lipídios – Foram feitos testes com o Sudan III e IV 0,03%, onde o material foi 

submetido aos corantes por 5 minutos (Pearse, 1980, adaptado). A detecção acontece por 

um processo físico em que ocorre partilha entre os lipídios e o solvente do lisocromo 

(etanol 70%), tendo as moléculas do lisocromo maior afinidade para os lipídios do que para 

o solvente, revelando assim a marcação de cor laranja e vermelha respectivamente.  

3) Alcaloides – Os cortes foram submetidos ao reagente de Dragendorff de 5 a 10 minutos 

e em seguida lavados em nitrito de sódio a 5% e logo após em água. Os alcaloides coram de 

castanho-avermelhado (Svendsen e Verpoorte, 1983). 
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4) Fenóis – Os cortes também foram submetidos ao reagente Hoephner-Vorsatz recém 

preparado (para cada 50 ml de solução deve- se adicionar 1ml nitrito de sódio à 10%, 10 ml 

a de ureia 20%, 10 ml de ácido acético a 10% e após 3 minutos 20 ml de hidróxido de 

sódio). Nessa reação de oxidação, derivados nitrosos são formados ao se adicionar uma 

base evidenciando os compostos fenólicos que adquirem uma cor amarelada à marrom 

(Reeve 1951). 

5) Terpenoides – Os cortes também foram submetidos ao reagente de NADI (recém-

preparado), e mantidos durante uma hora no escuro (David & Carde, 1964). O reagente de 

Nadi é uma mistura de dois componentes incolores, o α-naftol e o cloridrato de 

dimetilparafileno diamina, que origina por oxidação o azul de indofenol, composto 

fortemente lipossolúvel que altera a cor por variação do pH, permitindo uma coloração 

diferencial azulada para terpenoides. 

6) Amido – Os cortes serão submetidos a solução de Lugol (solução de iodo a 0,5% 

adicionada a Iodeto de Potássio a 1%) durante 5 a 10 min (Jensen, 1962). Esse sal iônico 

provoca a ruptura das ligações de hidrogênio e a consequente separação das várias unidades 

de glucose que constituem a macromolécula de amido, permitindo que o iodo se acumule 

na molécula de amido.  

7) Proteínas – Os cortes foram submetidos ao azul Brilhante de Coomassie 0,25% 

(Fischer, 1968, adaptado). Esse corante existe sob duas formas (vermelha e azul). Por 

ligação do corante à proteína na forma vermelha é convertida na azul, provocando um 

desvio na banda de absorção máxima de 465 para 595 nm. 

8) Schiff (PAS) – Os cortes foram submetidos ao ácido periódico que segundo Paulete & 

Beçak (1976) quando atua nos polissacarídeos, oxida-os, dando lugar a formação de 

aldeídos, os quais podem ser detectados pelo reativo de Schiff. A tabela 1 apresenta os 

reagentes  com respectivos compostos detectados por eles . 

As lâminas semipermanentes foram montadas com glicerina e lamínula e analisadas 

em microscópio óptico de campo claro (Axioplan, ZEISS, EUA), com captura de imagem 

por câmera (Power Shot A640, CANON, EUA) acoplada.  
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Reagentes  Substâncias 

identificadas 

Tempo da 

reação 

Coloração 

Vermelho de Rutênio (Chamberleim 1932) Pectina 10 min Rosa 

Sudan III e IV (Pearse 1980, adaptado) Lipídeos 5min Laranja e 

vermelho 

Dragendorff (Svendsen & Verpoorte 1983). Alcaloides 10 min Castanho-

avermelhado 

Hoephner-Vorsatz (Reeve 1951) Compostos 

fenólicos 

3 min  Marrom claro 

NADI (David & Carde 1964) Terpenos 10 min Azul 

Reagente Schiff (Maia 1979). Ácido 

periódico 

10 min Amarelo 

Lugol (Jensen, 1962) Amido 10 min Roxo 

Azul de Coomassie (Fischer, 1968) Proteínas 10 min Azul 

Tabela 1: Relação de reagentes e moléculas de interesse. Fonte: Adaptado de Manual Básico de 

Métodos em Morfologia Vegetal (Kraus & Arduin, 1997). 

4.1.6 Preparo da amostra da folha para microscopia óptica. 

Fragmentos da lâmina foliar da região mediana, borda, pecíolo, ápice e base das 

folhas, foram fixados em solução fixadora de Karnovsky (1965), adaptado por Da Cunha et 

al. (1988), contendo formaldeído 4% v/v, glutaraldeído 2,5% v/v e tampão cacodilato de 

sódio 0,05 M em pH 7,2. Posteriormente, foram lavados neste mesmo tampão e pós-fixados 

em uma solução aquosa de tetróxido de Ósmio 1%, no mesmo tampão por 2h. Após nova 

lavagem no mesmo tampão, os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de 

acetona nas porcentagens 30% v/v, 40% v/v, 50% v/v, 70% v/v, 90% v/v e três vezes em 

100% v/v s, em seguida infiltrados com resina epóxi (Epon®) e por fim, as amostras 

embebidas em resina pura foram colocadas em formas e levadas a estufa a 60 °C por 48h 

para a polimerização e obtenção de blocos. Em um ultramicrótomo (Reicheit Ultracut S) 

parte das amostras foram retirados cortes semifinos entre 0,60 e 0,70 μm de espessura com 

o auxílio de faca de diamante. Essas secções foram coradas com azul de Toluidina 1% por 

1 min, seladas com Entellan® (Merck). As lâminas semipermanentes foram analisadas em 

microscópio óptico de campo claro e submetidas a técnica de luz polarizada para evidenciar 
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a presença de cristais (Axioplan, ZEISS, EUA), com captura de imagem por câmera (Power 

Shot A640, CANON, EUA) acoplada. 

4.1.7 Análise da micromorfologia foliar 

Parte do material foi submetido à fervura em clorofórmio para retirada de cera 

epicuticular. Para anáslises de micromorfologia, após as etapas de fixação e desidratação, 

as amostras foram submetidas à secagem em ponto crítico de CO2 líquido, com o auxílio do 

aparelho Bal-Tec Critical Point Dryer CPD 030 (Baltec, Switzerland). Em seguida, os 

fragmentos secos foram aderidos com fita adesiva de carbono em suportes próprios e 

cobertos com uma fina camada de ouro de 20 nm (Bal-Tec Sputer Coater SCD 050, Baltec, 

Switzerland). As imagens foram obtidas no microscópio eletrônico de varredura (EVO 40, 

ZEISS, Germany) a uma voltagem de 15 KV. 

4.1.6 Processamento do Lenho 

As amostras do lenho foram submetidas inicialmente por um processo de químico 

com solução amolecedora composta de água destilada, etanol 96% e detergente neutro. 

Posteriormente ao processo de amolecimento, o material foi seccionado em um micrótomo 

de deslize (SM2010 R, LEICA, Alemanha) nos planos transversal e longitudinal radial e 

tangencial, obtendo-se cortes a uma espessura média de 15 µm. Em seguida, os cortes 

passam pelos seguintes processamentos: clarificação com uso de hipoclorito de sódio a 

50% e água acidulada 0,1%; desidratação em série etílica ascendente por 40 minutos 

(etanol 10% a etanol 100%); coloração com azul de Astra e safranina hidroalcoólica 

seguido por imersão em xilol P.A. As lâminas permanentes foram confeccionadas com 

resina sintética Entellan® e depositadas no acervo da xiloteca (HUENFw). 

Para as análises quantitativas foram confeccionadas 15 lâminas da espécie 

selecionada. Todas as descrições, contagens e mensurações celulares do lenho obedecerão 

às normas do IAWA. As lâminas semipermanentes e permanentes foram analisadas em 

microscópio óptico de campo claro (Axionplan, ZEISS, EUA), com captura de imagem por 

câmera (Power Shot A640, CANON, EUA) acoplada ao microscópio. As imagens foram 

utilizadas para as descrições qualitativas e análise quantitativa, efetuadas com o software 

Image-Pro Plus. 

Para análise dos atributos morfofuncionais do lenho foram mensurados a frequência, 

comprimento, diâmetro, área do círculo e a espessura da parede dos elementos de vaso, o 

tamanho das pontoações intervasculares e raiovasculares; o comprimento, diâmetro, lúmen, 
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a espessura da parede e as pontoações das fibras, e a frequência, comprimento e largura dos 

raios. Foram realizadas 25 medições para cada parâmetro, para identificar os caracteres 

anatômicos do lenho. 

4.1.9 Extração proteica 

Oitenta gramas de folhas de M. zapota, foram maceradas com o auxílio de graal, 

pistilo e nitrogênio líquido até a obtenção de uma farinha de fina granulação. Após a 

obtenção da farinha, foi feita a extração das proteínas segundo metodologia descrita por 

Taveira et al. (2014) com modificações. Inicialmente as proteínas foram extraídas em 

tampão fosfato (Na2HPO4 10 mM; NaH2PO4 15 mM; KCl 0,1 M; EDTA 1,5% e pH 5,4) na 

proporção 1:5 (farinha: tampão) por três horas sob agitação constante a 4º C. O 

homogeneizado foi submetido a uma centrifugação a 15.400 x g por 30 min a 4º C. O 

precipitado foi descartado e ao sobrenadante adicionado sulfato de amônio a 70% de 

saturação. O material obtido foi mantido por 16h a 4ºC. Posteriormente foi centrifugado 

novamente a 15.400 x g por 30 min a 4º C, o sobrenadante descartado e o precipitado 

ressuspenso separadamente em água destilada e aquecido a 80ºC por 15 min. Após 

aquecimento, foi submetido a uma nova centrifugação a 15.400 x g por 30 min a 4º C. O 

precipitado foi descartado e o sobrenadante dialisado contra água destilada, liofilizado e 

denominado extrato proteico (EP) (Esquema 1). 
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    Esquema 1: Extração com sulfato de amônio do homogeneizado obtido a partir 

    da farinha das folhas de Manilkara zapota (Taveira et al, 2014). 

4.2 Eletroforese em gel de tricina sob condições desnaturantes 

 A eletroforese em gel de tricina foi feita segundo método de Schagger e Von Jagow 

(1987). Foram usadas placas de vidro de 8 x 10 cm e de 7 x 10 cm e espaçadores de 0,75 

mm. O EB obtido após a extração de folhas de M. zapota foi concentrado por liofilização, 

ressuspenso em tampão de amostra (Tris 0,125 M; SDS 2,5%; azul de bromofenol 0,25%; 

- mercaptoetanol 5% e sacarose 15%), aquecidas por 5 min a 100 C e centrifugadas a 

16.000 x g por 2 min. Após este procedimento, 20g do EP foi aplicado ao gel de 

concentração. A eletroforese foi feita a uma voltagem constante de 22 V por um período de 



28 

 

aproximadamente 16 h. Foram usados os seguintes marcadores de massa molecular 

Triosefosfato isomerase do músculo coelho (26.600 Da), Mioglobina de coração de cavalo 

(17.00 Da), α-lactalbumina de leite bovino (14.200 Da), Aprotinina do pulmão bovino 

(6.500 Da), Cadeia B de insulina bovina, oxidada (3.496 Da), Bradicinina (1.060 Da). 

As determinações quantitativas de proteínas foram feitas através do método do 

ácido bicinconínico, descrito por Smith et al. (1985), com modificações. A albumina sérica 

bovina foi utilizada como proteína padrão. 

4.2.1 Coloração e descoloração do gel 

 Após o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas de vidro e 

colocado numa solução corante (Coomassie Blue R 0,05%; ácido acético 70% e metanol 

40%). Depois de corado, o gel foi transferido para uma solução descorante (metanol 40% e 

ácido acético 7%) até a visualização das bandas de proteína. 

4.2.2 Análise da Inibição do Crescimento das Células de Leveduras 

Alíquotas das espécies de leveduras C. albicans e C. tropicalis foram retiradas de 

uma placa de Petri que possuía colônias crescidas e colocadas em novas placas, contendo 

ágar Sabouraud, fazendo-se estriações sobre o meio para a obtenção de um crescimento 

celular homogêneo. Esta nova placa foi então deixada na estufa a 30 ºC por 24 h e em 

seguida usada para a obtenção das células utilizadas no ensaio. Com o auxílio de uma alça 

de semeadura, uma alíquota celular foi retirada e adicionada à 10 mL de meio líquido (caldo 

Sabouraud, 1% de peptona, 2% de glicose) (Merck) para que se pudesse fazer a 

quantificação das mesmas numa câmara de Neubauer (Optik Labor), com auxílio de um 

microscópio óptico (Axioplan.A2, Zeiss). 

Inicialmente, as células das leveduras C. albicans e C. tropicalis (1 x 104 cel.mL-1) 

foram incubadas em caldo Sabouraud contendo 100, 200, 300 µg.mL-1 do Extrato proteico 

(EP) de folhas de Manilkara zapota, tendo sido o volume final de ensaio ajustado para 200 

µL. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96 poços) (Nunc) a 30 ºC, por 

um período de 24 h. A estimativa do crescimento celular foi determinado pela densidade 

óptica, no tempo final de 24 h, em um leitor de microplacas, num comprimento de onda de 

620 nm. Células de controle foram cultivadas na ausência do extrato proteico. Todo o 

procedimento foi realizado sob condições de assepsia, em capela de fluxo laminar, segundo 

método adaptado de Broekaert et al. (1990). Os experimentos foram realizados em 

triplicata. 
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4.2.3 Permeabilização de Membranas de Leveduras 

As células das leveduras C. albicans e C. tropicalis (1 x 104 cel.mL-1) foram 

incubadas em caldo Sabouraud contendo 300 µg.mL-1 do EP, tendo sido o volume final de 

ensaio ajustado para 200 µL. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96 

poços) a 30 ºC, por um período de 24 h. 

A permeabilização da membrana das células das leveduras tratadas com o EP foi 

avaliada através da utilização do corante fluorescente Sytox green, segundo metodologia 

descrita por Thevissen et al. (1999). Imediatamente após as 24 h de incubação com o EP, 

alíquotas de 96 µL foram incubadas, ao abrigo da luz e sob agitação constante de 500 rpm 

por 15 min, com o corante fluorescente Sytox green a uma concentração final de 0,2 µM, de 

acordo com instruções fornecidas pelo fabricante. As células de controle foram incubadas 

apenas com o corante Sytox green, nas mesmas condições. Em seguida, as células foram 

analisadas em microscópio óptico (Axionplan, ZEISS, Germany), acoplado a uma câmera 

Moticam Pro 282B, Hong Kong e as imagens foram analisadas pelo software Axiovision, 

versão 4.0 (Zeiss). O microscópio estava equipado com um conjunto de filtros fluorescentes 

para detecção da fluorescência (excitação com comprimento de onda entre 450 - 490 nm e 

emissão de 500 nm). Os resultados representam experimentos em triplicata. 

4.2.5 Análises Estatística 

Dados do ensaio de inibição do crescimento de leveduras, foram avaliados usando 

ANOVA. As diferenças médias foram consideradas significativas quando P<0.05. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas com software GraphPad Prism (versão 6.0 para 

Windows). 

5. Resultados 

As folhas de M. zapota., coletadas nos entornos do Hospital Veterinário do Campus 

da Universidade Darcy Ribeiro (21°45´38.48´S e 41°17`.07.28´O) em uma área de campo 

aberto, Campos dos Goytacazes – RJ, foram avaliadas a partir de técnicas usuais para 

microscopia óptica e eletrônica de varredura. As técnicas utilizadas possibilitaram analisar 

os atributos anatômicos da lâmina foliar, tais como: presença/ausência de estruturas 

secretoras internas ou externas, relevo cuticular da superfície epidérmica, arquitetura da 

parede periclinal externa, traçado da parede anticlinal epidérmica, presença/ausência dos 

estômatos, localização e tipo de estômatos, organização do mesofilo, presença/ausência e 
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tipo de tricomas, classificação e localização de laticíferos no mesofilo e tipo de sistema 

vascular.  

Para análise dos atributos morfofuncionais do lenho foi utilizada microscopia óptica 

de campo claro foram mensurados a frequência, comprimento, diâmetro, área do círculo e a 

espessura da parede dos elementos de vaso, o tamanho das pontoações intervasculares e 

raiovasculares; o comprimento, diâmetro, lúmen, a espessura da parede e as pontoações das 

fibras, e a frequência, comprimento e largura dos raios. Todas as descrições, contagens e 

mensurações celulares do lenho obedeceram às normas do IAWA.  

5.1. Anatomia da folha e lenho 

As folhas de M. zapota possuem uma densa camada de cera epicuticular rugosa nas 

faces adaxial e abaxial, com presença de hifas fúngicas (Fig. 5: A-E). Foi possível 

identificar a presença de tricomas estrelados na face abaxial, na região do terço médio (Fig. 

5: E). As folhas de M. zapota são hipoestomática, com presença de estômatos na face 

abaxial sendo cobertos por uma camada de cera (Fig. 5: B-E). Os estômatos não 

apresentaram ornamentação (Fig. 5: C). Análises de dissociação revelaram que os 

estômatos são anomocíticos, a epiderme na face abaxial possui presença de cristais de 

oxalato de cálcio e vestígios de tricomas (Fig. 5: G). A dissociação da epiderme revelou 

que a parede periclinal externa possui sinuosidades nas faces adaxial e abaxial, bem como 

foi possível visualizar a presença de laticíferos na face adaxial e cicatrizes de tricomas na 

face abaxial (Fig. 5: F e G). 
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Figura 5: Superfície foliar de Manilkara zapota (Sapotaceae). Microscopia eletrônica de varredura 

(A-E). Microscopia óptica (F e G). A – Cera em crosta (estrela) sobre epiderme adaxial; B – 

Presença dos estômatos na face abaxial (seta) protegidos por camada de cera epicuticular em forma 

de crosta rugosa; C– Epiderme abaxial tratada com clorofórmio para retirada de cera. Presença de 

hifas fúngicas (*) e estômatos (seta); D – Inserção mostra estômato rodeado por hifas fúngicas; E – 

Presença de tricoma tector do tipo estrelado (seta branca) no terço médio da face abaxial; F – Face 

adaxial evidenciando células com paredes sinuosas (>) e laticíferos (l) do tipo anastomosados com 

bifurcação em forma de “Y”. G – Folha do tipo hipoestomática com estômatos paracíticos (seta), 

células epidérmicas com parede periclinal sinuosa, cicatrizes de tricomas (tr) e presença de cristais 

de oxalato de cálcio (pr); Imagens: F e G foram coradas em Safranina. Barras: A, 20 µm; B e D, 10 

µm: C, 3 µm; E, F e G, 100 µm. 
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As análises de microscopia óptica revelaram cutícula espessa nas faces adaxial e 

abaxial da lâmina foliar, na nervura central do terço médio e no pecíolo (Fig. 6: A e B, D e 

G). O mesofilo da lâmina foliar apresentou os mesmos aspectos anatômicos nas secções 

referentes ao ápice, ao terço médio e à borda (Fig. 6: A). A epiderme na face adaxial é 

bisseriada contendo uma camada hipodérmica. A camada mais externa apresenta células 

achatadas, recoberta pela cutícula adaxial, cristais prismáticos com parede anticlinal 

justaposta e tamanho menor que a camada hipodérmica. A hipoderme é composta por 

células globosas, de formato irregular, com parede anticlinal justapostas, e possui secreção 

e cristais prismáticos (Fig. 6: A-C). Seguido da hipoderme encontra-se o parênquima 

paliçádico, o qual é composto por células alongadas, justapostas formando duas a três 

camadas de células (Fig. 6: A e B). O parênquima lacunoso é composto de três a cinco 

camadas de células bem espaçadas entre si, de formato arredondado a irregular, contendo 

grandes espaços intercelulares (Fig. 6: A). A epiderme abaxial é formada por células de 

formato arredondado a retangular, com paredes anticlinais justapostas e estômatos no 

mesmo nível das células epidérmicas, formando cavidades estomáticas em direção ao 

parênquima lacunoso (Fig. 6: A). No mesofilo, também foi possível observar a presença de 

feixes vasculares sustentados por bainha parenquimática e células esclerenquimáticas (Fig. 

6: A). Também foi possível identificar a presença de laticíferos por todo o mesofilo e 

pecíolo, associados aos feixes vasculares (Fig. 6: A,F e H).  

A nervura central é composta por epiderme unisseriada seguida de células 

colenquimatosas na superfície abaxial e adaxial, células parenquimáticas, e laticíferos (Fig. 

6: D, E e G). O feixe vascular é contínuo, com formato convexo à superfície adaxial, 

sustentado externa e internamente por células esclerenquimáticas (Fig. 6: D). A base e o 

pecíolo apresentam os mesmos atributos anatômicos de disposição do feixe vascular, da 

epiderme, do córtex e do parênquima de preenchimento (Fig. 6: F). Em corte longitudinal 

do feixe vascular peciolar foi possível identificar a presença de laticíferos entre as células 

do xilema (Fig. 6: H).  
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Figura 6: Anatomia da folha de Manilkara zapota (Sapotaceae). Microscopia óptica. A – Corte 

transversal do terço médio evidenciando a cutícula, o mesmo padrão foi observado nas secções 

referentes ao ápice e à borda (c); epiderme (Ep), látex (la) parênquima paliçádico (Pp), 

parênquima lacunoso (Pl), bainha (ba), feixe vascular (Fv), laticífero (l), esclerênquima (ec) e 

estômato (*); B – Secção do terço médio evidenciando a presença de cristais de oxalato e cálcio (pr) 

próximo ao esclerênquima (ec) e  feixe vascular (Fv); C – Natureza dos cristais (pr) em microscopia 

óptica sob luz polarizada; D – Corte transversal da nervura central evidenciando o colênquima (Co) 

feixes vasculares (FV), córtex (Cx) e parênquima de preenchimento (Pa); E – Detalhe da nervura 

central evidenciando colênquima (Co), parênquima de preenchimento (Pa) e esclerênquima (ec); F 

– Secção transversal do pecíolo; G- Detalhe da epiderme da nervura central evidenciando a cutícula 
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(c), epiderme (Ep) e o parênquima (Pa); H– Corte longitudinal do pecíolo evidenciando laticífero (l) 

e xilema (Xi). Barras: 100 µm. 

 

 

Secções transversais à mão livre da lâmina foliar mostraram a presença de tricomas 

do tipo estrelado, os quais dificilmente são observados aderidos à epiderme (Fig. 7: B). Os 

tricomas parecem se soltar facilmente durante o processamento de rotina para microscopia 

do material. A epiderme nas faces abaxial e adaxial é coberta por cutícula lipofílica 

evidenciada por Sudan IV, com coloração avermelhada, e NADI, com coloração azul (Fig. 

7: E e F). Também foi identificada na cutícula a presença de pectina com o reagente 

cromogênico vermelho de Rutênio (Fig. 7: C). O reagente azul brilhante de Coomassie 

evidenciou com coloração azul brilhante a presença de proteínas nas  células laticíferas em 

secção longitudinal do pecíolo (Fig. 7: O e P). Nas células do parênquima paliçádico e 

lacunoso houve marcação positiva para compostos fenólicos através do reagente de 

Hoephner-Vorsatz, a mucilagem foi evidenciada por vermelho de Rutênio e gotas lipídicas 

foram marcadas com Sudan IV (Fig. 7: C-E). É possível identificar a presença de laticíferos 

por todo o mesofilo (Fig. 7: E). No parênquima de preenchimento e córtex da nervura 

central do terço médio, foi possível evidenciar a presença de substâncias pécticas (Fig. 7: I). 

Os testes com Sudan III, Azul de Coomassie e reagente de NADI, evidenciaram a presença 

de laticíferos com conteúdo lipoproteico e terpênicos, respectivamente (Fig. 7: J, K e M). 

Em cortes longitudinais do pecíolo observa-se a mesma composição do látex em laticíferos 

próximos ao feixe vascular na região parenquimática e ainda a presença de cristais 

prismáticos (Fig. 7: L e N).  
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 Figura 7: Histoquímica da folha de Manilkara zapota (Sapotaceae). Secções transversais da     

lâmina foliar (A-F), do terço médio (G, I-K) e do pecíolo (H, M, O e P), e longitudinais do pecíolo 



36 

 

(L e N) de M. zapota. A – Terço médio controle; B – Inserção evidencia os tricomas estrelados; C – 

Secção transversal corada com vermelho de Rutênio evidenciando compostos pécticos na epiderme 

(ep), no parênquima paliçádico (pp) e no parênquima lacunoso (pl); D – Secção transversal corada 

com reagente Hoephner-Vorsatz evidenciando os compostos fenólicos no parênquima paliçádico 

(pp) e lacunoso (pl). Laticífero bifurcado em forma de Y (l); E – Secção transversal corada com 

Sudan IV evidenciando o caráter lipídico da cutícula nas faces adaxial e abaxial, presença de gotas 

lipídicas nas células do parênquima paliçádico (seta), laticífero não marcado com distribuição 

intrusiva no mesofilo; F – Reação positiva evidenciada NADI na cutícula (c) e laticíferos não 

marcados no mesofilo (l); G – Nervura central controle; H – Pecíolo controle; I – Reação positiva 

para vermelho de Rutênio na nervura central; J – Secção transversal da nervura central corada com 

Sudan III evidenciando os laticíferos (setas) no córtex (co) e no parênquima de preenchimento (p); 

K – Detalhe dos laticíferos preenchidos por látex de composição lipídica (la); L – Vista longitudinal 

de laticífero (la) no pecíolo; M – Reação positiva para reagente de NADI evidenciando conteúdo 

dos laticíferos (seta) no córtex (co) e no parênquima de preenchimento (p); N – Vista longitudinal 

dos laticíferos (seta fina) no pecíolo corado com reagente de NADI, presença de cristais prismáticos 

(c) no parênquima de preenchimento, parede do laticífero parcialmente dissolvida (setas grossa); O 

– Reação positiva para azul brilhante de Coomassie no conteúdo do laticífero (seta fina) em  corte 

transversal; P – Vista longitudinal do laticífero preenchido por  látex (la). Barras: A, C- J, L e M: 

100µm; N: 50µm; B, K e O e P: 25µm. 

 

Os demais reagentes não apresentaram marcação demonstrando reação negativa. A 

tabela de relação de reagentes e moléculas de interesse exibe a presença dos compostos 

químicos evidenciados pelos testes histoquímicos nos tecidos analisados (Tabela 2). 
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Reagentes  Substâncias 

identificadas 

Látex Lâmina 

Foliar 

Pecíolo 

Vermelho de Rutênio 

(Chamberleim, 1932) 

Pectina _ + + 

Sudan IV e III 

(Pearse 1980, adaptado) 

Lipídeos + + + 

Hoephner-Vorsatz (Reeve 

1951) 

Compostos 

fenólicos 

_ + _ 

Dragendorff 

(Svendsen & Verpoorte 1983) 

Alcaloides _ _ _ 

NADI 

(David & Carde, 1964) 

Terpenos + + + 

Reagente Schiff (Maia, 1979). Ácido 

periódico 

- - - 

Lugol (Jensen, 1962) Amido - - - 

Azul de Coomassie (Fischer, 

1968) 

Proteínas + + + 

Tabela 2: Relação de reagentes e moléculas de interesse identificadas. 

 

O lenho de M. zapota é caracterizado por apresentar camadas de crescimento 

indistintas, porosidade difusa, com vasos solitários e múltiplos, em arranjos radiais de 2 a 8 

(Fig. 8: A). Os elementos de vasos apresentam seção circular a oval com comprimento 

médio de 672 µm (longos), diâmetro tangencial médio de 118 µm (médios), diâmetro radial 

108,7 µm, paredes com cerca de 2 µm de espessura e placas de perfuração simples, 

presença de apêndices em ambas as extremidades, pontoações intervasculares com cerca de 

1,7 µm (Fig. 8: A, E e G). As fibras são grandes (1282 µm), libriformes, não septadas, com 

pontoações simples de 1,4 µm, diâmetro médio de 16 µm, lúmen de 1,5 µm, e paredes 

delgadas a espessas (Fig. 8: E e F). O parênquima axial é do tipo apotraqueal difuso em 

agregados tendendo a formar linhas com uma célula de largura, e seriado, com cerca de 2-5 

por série. Além disso é possível observar a presença de parênquima paratraqueal escasso 

(Fig. 8: A e B). Os raios possuem cerca de 17 mm, são unisseriados e bisseriados, 
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compostas por células procumbentes no centro, 2-4 fileiras de células eretas e quadradas 

nas margens, altura média de 478 µm e largura média de 40 µm Fig. 8: C e D). Nota-se a 

presença de cristais prismáticos nas células do raio (Fig. 8: D). não foram observados 

laticíferos nos três planos de cortes. 

 

Figura 8: Anatomia do lenho de M. zapota (Sapotaceae). A – Corte em plano transversal; B – Corte 

no plano longitudinal tangencial; C – Corte no plano longitudinal radial; D – Detalhe de corte 

longitudinal radial evidenciando cristais prismáticos; E – Macerado evidenciando elementos de 

vaso e fibras; F – Inserção mostrando as fibras; G – Macerado mostrando elemento de vaso com 
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apêndices em ambas as extremidades e detalhes das pontuações. Microscopia óptica. Barras: A-F: 

100 µm, G: 50 µm. 

5.1.2 Perfil eletroforético do extrato bruto de folhas de Manilkara zapota 

A figura 9 mostra o perfil eletroforético do extrato bruto obtido após a extração de 

proteínas das folhas de M. zapota, onde é possível observar a presença de duas proteínas 

majoritárias, uma proteína de aproximadamente 14 kDa e uma outra proteína de alta massa 

molecular acima de 26 kDa. 

 

 

Figura 9: (A) Eletroforese em gel de tricina na presença de SDS do extrato bruto das folhas de M. 

zapota tratado com β-mercaptoetanol. (M) marcador de massa molecular (Da), (EP) 20 µg do 

extrato proteico.  

5.1.2 Ensaio de Inibição do Crescimento  

A atividade antimicrobiana do extrato bruto (EB) de folhas de M. zapota foi testado 

sobre as espécies de leveduras C. albicans e C. tropicalis, utilizando-se as concentrações de 

100, 200 e 300 µg.mL-1 (Fig. 10). Os resultados obtidos mostram que o EB foi capaz de 

causar uma inibição de 30 e 34% nas concentrações de 200 e 300 µg.mL-1, respectivamente 

sobre o crescimento de  C. albicans. Sobre o crescimento da levedura C. tropicalis o EB foi 
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capaz de causar uma redução no crescimento de 21 e 47% nas concentrações de 200 e 300 

µg.mL-1, respectivamente. Nenhuma inibição do crescimento foi observada na 

concentração de 100 µg.mL-1 para ambas as leveduras testadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Gráficos de inibição do crescimento das células das leveduras C. albicans e C. 

tropicalis, na ausência do EB (controle) e na presença de 100, 200 e 300 µg.mL-1 do EP. 

5.1.3 Efeito de EB sobre a Permeabilização de Membranas de Leveduras 

Todas as duas espécies de leveduras utilizadas no ensaio de inibição do crescimento 

foram ensaiadas para a verificação da permeabilização da membrana plasmática na 
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presença e na ausência do EP (300 µg.mL-1) (Fig. 11). Nas condições testadas o EP não foi 

capaz causar a permeabilização da membrana plasmática das células de C. albicans e C. 

tropicalis, entretanto podemos observar uma diminuição do número de celular no 

tratamento para ambas as espécies, corroborando os dados obtidos pela densidade óptica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Células de C. albicans e C. tropicalis após ensaio de permeabilização da membrana, 

visualizadas por microscopia de fluorescência utilizando a sonda fluorescente Sytox green. As 

células foram tratadas com EP durante 24 h e em seguida, analisadas quanto a permeabilização da 

membrana. As células controles foram tratadas apenas com sonda Sytox green. Barras de 20 µm. 

 

6. Discussão 

6.1 Anatomia da folha e do lenho 

As características morfoanatômicas como lâmina foliar bifacial, número variável de 

estratos do tecido paliçádico, tecido lacunoso com grandes espaços intercelulares, sem 

ornamentação de cutícula, epiderme composta de células com paredes anticlinais retas ou 

sinuosas, estômatos anomocíticos e paracíticos ao nível epiderme, e fibras 

esclerenquimatosas no mesofilo foram descritas por Solereder & Scott 1908, Metcalfe & 
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Chalk, 1950, Pennington, 1990, Monteiro et al., 2007, Carneiro et al., 2012 e Lima et al., 

2019. Essas características foram observadas na lâmina foliar de M. zapota neste estudo. 

Alguns destes autores ainda destaca presença de laticíferos, tricomas e cristais prismáticos 

como caráter anatômico marcante no reconhecimento de qualquer espécie para a família 

Sapotaceae (Solereder & Scott 1908, Metcalfe & Chalk 1950, Monteiro et al., 2007, 

Carneiro et al., 2012). A grande quantidade de cera epicuticular em crosta presente em M. 

zapota foi em parte retirada para melhor visualização da epiderme, técnica também 

utilizada para diagnosticar a micromorfologia foliar espécies do gênero Psychotria 

(Rubiaceae) (Moraes et al., 2012). 

Os resultados da anatomia da folha de M. zapota estão de acordo com o esperado 

para o gênero Manilkara. Além de uma cutícula espessa, M. zapota apresentou cera em 

crosta sob a epiderme abaxial e adaxial e hifas fúngicas colonizando toda a superfície da 

lâmina foliar, o que é comum para a família Sapotaceae (Furtado et al., 2018). A cera em 

grande quantidade corrobora com as informações de Esaú (1974), cuja função é atribuída 

como um fator que evita a perca de água, atribuindo essa característica a plantas 

xeromórficas. Esta condição anatômica em M. zapota pode estar diretamente ligada à perda 

de água visto que a espécie é comum de regiões Caatinga, Cerrado além de ser encontrada 

em ambientes florestais como Amazônia e Mata Atlântica (Silva Júnior et al., 2014). Como 

o indivíduo estudado se encontra em área descampada sob intensa radiação a grande 

quantidade de cera epicuticular, o maior espessamento da cutícula e epiderme, pode estar 

relacionado com a proteção a altas irradiâncias, refletindo a luz, através do aumento 

superfície de reflexão, evitando o aquecimento do protoplasma e a perca de agua (Pireda et 

al., 2019). 

A presença de tricomas é um caráter comum da família Sapotaceae (Monteiro et al., 

2007). Tricomas malpighiáceos em forma de “Y” foram encontrados em Diploon 

cuspidatum (Hoehne) Cronquist (Lima et al., 2019), em e espécies do gênero Ponteira 

Aubl. tal como Pouteria guianensis Aubl. (Monteiro et al., 2007), e tricomas biramificados 

em espécies do gênero Manilkara (Fabris & Peixoto, 2013). Em trabalhos anteriores 

tricomas unicelulares foram encontrados em M. zapota por Nagari et al. 2012 e por Moura 

et al., 2019. Metcalfe & Chalk (1950) sugeriram a presença de mais de um tipo de tricoma 

para a família. No presente trabalho, foram observadas a presença de cicatrizes de tricomas 

na face abaxial e ainda tricomas do tipo estrelado, com ramificações, ainda não citado na 

literatura para o gênero. Pennington (1990) cita para a família que os tricomas podem ser 
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\decíduos, apresentando diferentes densidades nas faces adaxial e abaxial da folha, com 

braços de diferentes tamanhos. Este fato corrobora com as características observadas na 

face abaxial de M. zapota aparentemente decíduos, já que foram observados na maioria das 

vezes soltos, e em pouca quantidade na face abaxial, além de muitas cicatrizes. De acordo 

com Shields (1950), a densidade de tricomas pode variar de acordo com as características 

ambientais, evitando a perda excessiva de água, ou ainda que tricomas mortos formem 

camadas protetoras evitando a evapotranspiração excessiva. Em ambientes sob alta 

intensidade luminosa os tricomas também podem atuar refletindo radiação evitando o 

aquecimento da folha e ainda protegendo contra herbivoria (Pessoa et al., 2019). Com 

relação aos estômatos, estes estão no mesmo nível da epiderme em M. zapota, 

características comuns em Sapotaceae descritas por Solereder (1908), reportando que essa 

característica está relacionada a projeção da cutícula sobre as células estomáticas. 

Em M. zapota, a epiderme na face adaxial mostrou-se bisseriada em todas as regiões 

foliares (ápice, borda e base), sendo a mais externa justaposta com células e achatadas, e a 

mais interna composta por células pilosas e justapostas, com presença de secreção. Esse 

resultado é diferente de Diploon cuspidatum (Hoehnea) Cronquist (Lima et al., 2019), que 

apresenta uma camada de células. A epiderme com duas camadas foi observada também 

para outras espécies do gênero (Almeida Jr. et al., 2013). Também foi observado grandes 

cristais do tipo oxalato de cálcio nas células da epiderme e próximas ao feixe vascular. 

Estes cristais foram descritos por Solereder (1908), Metcalfe e Chalk (1950) e Monteiro et 

al. (2007), evidenciando que a presença de cristais prismáticos ou de areia, agrupados ou 

solitários nas células é uma excelente característica de diagnose para família. Além disso, 

esses cristais podem desempenhar funções inúmeras tais como de balanço iônico celular, 

regulação osmótica, defesa vegetal contra herbivoria, suporte mecânico tissular, 

detoxificação de alumínio e metais pesados, captação e reflexão da energia solar (Silva et 

al., 2014). Os grandes cristais prismáticos em M. zapota, também estão dispersos na 

nervura central e no pecíolo nas camadas subepidérmicas, semelhante a D. cuspidatum 

(Lima et al., 2019).  

O mesofilo em M. zapota é dorsiventral constituído de parênquima paliçádico 

multisseriado, corroborando com o observado em D. cuspidatum. Porém, diferentemente de 

M. zapota, uma das camadas é composta por células alongadas lateralmente (Lima et al., 

2019). O número de camadas do parênquima paliçádico pode estar relacionado pela 

intensidade luminosa, humidade e habitat (Muniz et al., 2018). Porém, em Sapotaceae esse 
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número pode ser fixo, espécies podem apresentar uma ou mais camadas apenas voltadas 

para a epiderme adaxial e parênquima lacunoso com grandes espaços intercelulares 

(Monteiro, 2007; Almeida-Jr et al., 2013). Neste trabalho, foi observado parênquima 

lacunoso com grandes espaços intercelulares e células alongadas justapostas, formando até 

três camadas. 

A forma e o arranjo do sistema vascular do pecíolo e do terço médio foram 

considerados úteis na sistemática das plantas (Metcalfe & Chalk, 1950). Metcalfe & Chalk 

(1950) descreveram oito formas para o pecíolo de Sapotaceae. Destes, M. zapota foi 

classificado como plano-convexo à superfície adaxial, sustentando por células 

esclerenquimáticas externa e internamente. O feixe vascular do pecíolo também é plano-

convexo. Algumas espécies do gênero Manilkara, de acordo com Almeida Jr. et al (2013), 

possuem pecíolo com cutícula espessa e epiderme unisseriada, laticíferos na região medular 

e no parênquima de preenchimento, como ocorre no pecíolo e nervura central de M. zapota. 

De acordo com Monteiro et al. (2007), em outros gêneros de Sapotaceae, também possuem 

essas características, porém, a disposição dos feixes vasculares pode ser diferenciada entre 

as espécies como foi evidenciado em Manilkara Adans e Pouteria Aubl.  

Com relação aos laticíferos em Sapotaceae, estes acompanham os feixes 

vasculares, sendo encontrados no terço mediano na nervura central e no pecíolo, nas 

regiões corticais e medulares, são do tipo articulados não anastomosados. São preenchidos 

por substâncias resinosas, borracha, cristais de oxalato de cálcio e amido, lipídeos e fazem 

parte da defesa constitutiva mecânica e química da planta (Solereder & Scott 1908, 

Metcalfe & Chalk, 1950, Metcalfe & Chalk, 1983, Monteiro et al., 2007, Konno ,2011, 

Aoyama & Labinas 2012). Os laticíferos atuam de forma mecânica já que a borracha 

impalatável e de difícil digestão (Aoyama & Labinas 2012). O látex quando é exsudado por 

injúria logo se torna denso e pegajoso devido a presença de borracha e resinas. Além disso, 

produz uma ação colante, que além de evitar a entrada de patógenos através do ferimento, 

também pode imobilizar insetos fitófagos e outros pequenos organismos tanto prendendo 

suas mandíbulas quando suas patas. No látex, também há presença de inúmeros compostos 

que atuam na defesa química tais como metabolitos secundários e proteínas (Konno , 

2011). Considerada como característica diagnóstica para a família, a presença dos 

laticíferos em M. zapota está de acordo com a literatura. Esta estrutura está presente no 

mesofilo, na nervura central e pecíolo, ocorrendo tanto na medula quanto no córtex, 
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acompanhando o feixe vascular e próximo a epiderme (Moura et al., 2019). Estes 

aparentam não formar anastomoses, formando bifurcações em forma de “Y”.  

O conteúdo laticífero de M. zapota foi analisado histoquimicamente evidenciando a 

presença de proteínas, lipídeos e terpenos, no parênquima clorofiliano também foi 

evidenciado a presença de compostos fenólicos, o que é corroborado pela presença de 

compostos fenólicos em frutos de M. zapota e nas folhas de Manilkara hexandra, 

exercendo atividade antioxidante (Baky et al., 2016). A presenta de compostos fenólicos 

nas folhas também pode estar associada a proteção contra danos causados pela radiação 

UV-B visto que o indivíduo está sob grande exposição solar (Pireda et al., 2019). Na 

lâmina foliar de Sideroxytlon obtusifolium, lipídeos foram encontrados, estando presente 

também na cutícula e no parênquima clorofiliano (Silva & Potiguara, 2008). A presença de 

lipídeos na cutícula, de gotas lipídicas no parênquima, e no látex pode estrar relacionado a 

prevenção da perda excessiva de água e na resistência a doenças, além de estar presente na 

composição das membranas das células (Menezes et al., 2003). A presença de compostos 

fenólicos também está relacionada com a atividade biológica atribuída a M. zapota na 

literatura etnobotânica, conferindo a espécie atividade antioxidante, antihiperglicemica e 

hipocolesterolêmicas. A presença de compostos de caráter lipídico pode também estar 

relacionada com a atividade hipocolesterolêmicas (Fayek et al., 2012). 

 O lenho de M. zapota apresentou características que corroboram com o esperado 

para a família Sapotaceae e o gênero Manilkara. De acordo com Melfi (2006), o lenho de 

M. zapota é caracterizado por apresentar camadas de crescimento indistintas, porosidade 

difusa, com vasos solitários e múltiplos, em arranjos radiais. Melfi (2006) também 

evidenciou que o diâmetro tangencial médio dos vasos varia entre 50 µm e 160 µm, já os 

números encontrados aqui (118 µm) estão acima do observado por Melfi (2006). O 

comprimento médio de 672 µm aqui evidenciado se encontra dentro da categoria 

estabelecida pela IAWA Comittêe (1989). As pontoações intervasculares com cerca de 1, 7 

estão abaixo da média em comparação ao trabalho de Melfi (2006), já as fibras possuem 

pontoações simples paredes delgadas a espessas como apontado por este autor. O mesmo 

autor corrobora com resultados obtidos como, parênquima axial do tipo apotraqueal difuso 

em agregados tendendo a formar linhas com uma célula de largura, e seriado, com cerca de 

2-5 por série; presença de raios unisseriados e bisseriados, compostas por células 

procumbentes no centro, 2-4 fileiras de células eretas e quadradas nas margens; presença de 

cristais prismáticos nas células do raio e a ausência de laticíferos nos três planos de cortes .  
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De acordo com Monteiro et al., (2007) em  caules  de Sapotaceae  os laticíferos ocorrem no 

floema e de acordo com Mustard (1982), no floema secundário de M. zapota alguns raios 

são compostos inteiramente de laticíferos, eles se dilatam nos ramos e formam laticíferos 

secundários na região da periderme. O que pode justificar a não observação de laticíferos 

nos raios do lenho de M. zapota.  

  Melfi (2006) não observou a presença de parênquima paratraqueal escasso, como 

observado neste estudo. Caracteres como fibras grandes e libriformes evidenciadas neste 

trabalho foram observadas por Honda, 1971 para a família Sapotaceae.  

6. 2 Perfil Proteico e ensaio de inibição de crescimento 

Somado ao estilo de vida sedentário, a pressão evolucionária dos agentes 

infecciosos fez com que as plantas desenvolvessem sofisticados mecanismos de defesa. 

Dentre os muitos componentes desses mecanismos, encontram-se as proteínas, as quais 

atuam tanto na planta (fortalecendo, reparando ou alterando a parede celular e modificando 

as propriedades da matriz extracelular) quanto no organismo agressor (inibindo, direta ou 

indiretamente, o seu crescimento/desenvolvimento) (Mithöfer e Boland, 2012).  

Nos últimos anos, vários trabalhos têm mostrado o potencial antimicrobiano de M. 

zapota através de ensaios de inibição do crescimento de fungos e bactérias patogênicas ao 

homem, utilizando principalmente extratos de suas folhas e casca (Nair & Chanda 2008; 

Osman et al., 2011; Kaneria & Chanda (2012); Islam et al., 2013; Mewara  et al., 2017).  

Inicialmente, foi feita uma extração protéica das folhas de M. zapota conforme 

metodologia padronizada por Taveira et al., (2014). Este extrato proteico foi submetido a 

uma eletroforese em gel de tricina onde notou-se a presença de duas proteínas (fig. 9). Estas 

proteínas foram testadas contra as leveduras C. albicans e C. tropicalis, apresentando 

atividade inibitória nas concentrações de 200 e 300 µg.mL-1 (fig 10).  Em 2017, Mewara e 

colaboradores avaliaram a atividade antimicrobiana de três extratos diferentes (aquoso, 

acetato de etila e éter de petróleo) de folhas de M. zapota contra fungos e leveduras 

patogênicas. Os três extratos apresentaram diferentes graus de atividade contra os 

organismos investigados, entretanto apenas os extratos de éter de petróleo e acetato de etila 

foram eficazes contra a levedura C. albicans utilizando uma concentração de 500 µg.ml-1. 

Mesmo utilizando uma concentração mais alta, a inibição observada por Mewara e 

colaboradores para esta levedura foi menor a que nós observamos neste trabalho. 

Adicionalmente, este mesmo grupo de pesquisadores atribuiu à inibição do crescimento da 
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levedura a compostos do metabolismo secundário, tais como alcalóides, flavonóides, 

terpenos, glicosídeos e lipídeos. De forma semelhante, Chanda e Kaneria, 2011 utilizaram 

cinco diferentes solventes para a extração de possíveis compostos bioativos  de folhas de 

M. zapota. Todos os extratos foram avaliados quanto sua atividade antimicrobiana sobre 

bactérias gram positivas e negativas e as leveduras Candida albicans, Candida epicola 

Candida glabrata e Candida neoformans, de maneira geral os extratos foram mais ativos 

contra as bactérias e apenas a C. albicans e C. epicola tiveram  61 % de inibição do 

crescimento. No entanto, é importante destacar que esses pesquisadores utilizaram a 

concentração de 2000 µg.mL-1, dez vezes mais a concentração por nós utilizada neste 

trabalho, e mais uma vez a inibição foi atribuída a metabólitos secundários. Em conjunto 

esses resultados nos permitem sugerir que o extrato proteico das folhas de M. zapota possui 

um maior potencial antimicrobiano aos metabólitos secundários extraídos das folhas desta 

mesma espécie, embora não tenhamos utilizado o amplo espectro de microrganismos como 

realizado pelos pesquisadores supracitados. 

Diversas proteínas já foram isoladas de plantas e apresentaram alguma atividade 

antimicrobiana in vitro. Dentre estas podemos citar as quitinases, as LTPs, as tioninas, as 

albuminas 2S e os inibidores de proteases (Cruz et al., 2010; Diz et al., 2011; Ribeiro et al., 

2012; Taveira et al., 2014). Mas, maneira geral, a atividade observada em extratos proteicos 

pode ser explicada devido à quantidade e diversidade de proteínas e/ou peptídeos 

antimicrobianos presentes nestes extratos, que provavelmente estão atuando em sinergismo 

e esta combinação pode acarretar num aumento da permeabilização da membrana 

plasmática de alguns microrganismos, além de induzir inúmeras alterações morfológicas 

em suas células (Matsuzaki et al., 2009). Com o objetivo de verificar se o mecanismo de 

ação do extrato proteico de folhas de M. zapota  sobre as leveduras testadas envolve a 

permeabilização de membranas, após o ensaio de inibição do crescimento a células de 

leveduras foram incubadas com a sonda Sytox green,  um corante que possui alta afinidade 

por ácidos nucléicos e penetra as células apenas quando sua membrana plasmática está 

comprometida (Thevissen & Terras, 1999). Neste trabalho não foi possível observar a 

fluorescência para Sytox green, indicando a ausência de permeabilização da membrana 

plasmática, nas condições testadas. Apesar de muitos trabalhos mostrarem que proteínas e 

peptídeos antimicrobianos demonstram de forma geral um papel direto na permeabilização 

da membrana (Dathe et al., 2002), é importante ressaltar que a permeabilização de 
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membranas e a inibição do crescimento de microrganismos não são eventos 

obrigatoriamente relacionados.  Algumas proteínas podem apresentar atividade 

antimicrobiana e ter a capacidade de causar a permeabilização, entretanto outras podem não 

causar permeablilização e ter atividade antimicrobiana (Koshlukova et al., 1999; Vylkova 

et al., 2007). Desse modo, dependendo da proteína e do microrganismo testado, os efeitos 

causados pelas proteínas antimicrobianas podem ser variados, chegando a ter múltiplos 

alvos extra e intracelular (Franco et al., 2011) . Entretanto, mais análises necessitam ser 

feitas para relacionar o mecanismo de ação com a atividade antimicrobiana do extrato 

proteico de folhas  de M. zapota.   

 

6. 3 Conclusão:  

 A partir dos dados aqui obtidos foi possível analisar a organização da folha 

de Manilkara zapota, evidenciando a presença de mais de um tipo de tricomas, a grande 

quantidade de cera epicuticular, laticíferos bifurcados em “Y”. Essas características ainda 

não foram citadas na literatura para a espécie.  

 Também concluímos que, em Manilkara zapota, os laticíferos presentes nas 

folhas podem auxiliar protegendo esses órgãos contra ataques de insetos e patógenos de 

forma química e mecânica e ainda contra estresses abióticos. Isso se deve à presença de 

borracha, proteínas, lipídeos e terpenos que são descritos na literatura como agentes 

herbicida e antimicrobiano.  

 A presença de laticíferos articulados não anastomosados, a organização da 

epiderme e a disposição do feixe vascular na nervura e pecíolo, bem como o caráter 

histoquímico, foram corroborados com o esperado para família Sapotaceae e o gênero 

Manilkara. Para a anatomia da madeira são necessárias ainda análises que possam 

disponibilizar sua descrição mais completa, já que não foram observados laticíferos nos 

raios do xilema.  

 A análise bioquímica do extrato proteico  foliar evidenciou duas proteínas, 

uma de 14 kD e outra com massa molecular acima de 26 kDa citadas pela primeira vez para 

M. zapota. Tais proteínas  mostraram atividade antifúngica sobre leveduras do gênero 

Candida, porém, mais análises que  relacionem e esclareçam o mecanismo de ação com a 

atividade antimicrobiana do extrato proteico de folhas  de M. zapota necessitam serem 

feitas.   
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 Assim concluímos que os  resultados deste trabalho geram subsídios para 

taxonomia e filogenética da espécie, e disponibilizaram o conhecimento sobre proteínas de 

caráter antifúngico para uma possível aplicação biotecnológica. 
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