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Anatomia foliar de Ocimum gratissimum L., com énfase na caracterizacao dos
tricomas secretores e conteudo do 6leo essencial: Este trabalho tem como
objetivo descrever a anatomia foliar de Ocimum gratissimum L. com énfase na
caracterizagcdo das estruturas secretoras responsaveis pela producdo de Oleos
essenciais e analisar a composicdo quimica utilizando testes histoquimicos. O
material para o estudo foi coletado no Recbncavo da Bahia: nos municipios
Conceicdo do Almeida e Cruz das Almas. Para o estudo anatémico o material
botanico foi fixado em FAAs, (GL), SFF e FNT, e montados em laminas
permanentes. Para os testes histoquimicos seccdes transversais foram realizadas a
mao livre. O Oleo essencial da espécie estudada foi extraido por arraste de vapor.
Destacam-se na folha tricomas tectores, glandulares dos tipos peltados e capitados,
estdmatos diaciticos em ambas as faces, mesofilo dorsiventral, colénquima na
nervura principal e feixe vascular colateral. Os tricomas glandulares de O.
gratissimum desenvolvem-se nos primordios foliares e nas folhas completamente
expandidas os tricomas imaturos sdo ausentes. As principais etapas do
desenvolvimento dos tricomas sdo: aumento do volume da célula protodérmica,
posterior divisdo periclinal, divisdo periclinal da célula apical formada e formacéo da
cabeca secretora. A secrecdo dos tricomas peltados de O. gratissimum tem natureza
lipidica e trata-se de um terpeno, atestada pelos resultados positivos com o0s
compostos lipofilicos. Ndo houve diferenga estatistica significativa nos teores de 6leo
do material coletado nos dois municipios. As caracteristicas anatbmicas e
histoquimicas sdo comuns aqueles descritos para a familia, podendo ser utilizados
como diagnostico para sua identificacdo. Os ambientes em que amostras foram
coletadas oferecem condicfes semelhantes para a producéo de 6leo essencial.

Palavras-chave: quioid, ontogénese, histoquimica.



Anatomy of the leaf of Ocimum gratissimum L. witch emphasis in the
characterization of the secretory trichomes and content of the essential oil: The
objective of this study was to describle the anatomy of the leaf of Ocimum
gratissimum L. witch emphasis in the characterization of the secretory structure
responsible for the production of essencial oils and analyses their chemistry
composition using histochemical tests. The samples were collected in the Reconcavo
of Bahia: in Conceicdo do Almeida city and Cruz das Almas city. Botanic material
was fixed in FAA5y (GL), SFF and FNT e mounted in permanent lamina for the
anatomic study. Transversal sections were realized to free hand for histochemistry
tests. Essential oil of species studied was extracted by water-distillation. It observed
in leaf non-glandular trichomes and peltate and capitate glandular trichomes, diacytic
stomatas on both epidermis faces and dorsiventral mesophyll, collenchyma in the
midrib and collateral vascular bundle. Glandular trichomes of O. gratissimum were
development in new leaves and in totally expanded leaves the immature trichomes
are absentee. The major steps of the development of the trichomes are: extend of
volume of cell protodermic, later periclinal division, periclinal division of upper cell
formed and forming os secretory head. Secretion peltate trichomes of O. gratissimum
have lipidic nature and it was a terpenoid compound certificated by positive results
with the lipophilic compounds. There wasn'’t statistic significative difference in tenor of
oil of samples collected in two cities. Anatomic and histochemistry characteristics are
commons to that registered for the family can be utilized as diagnostic to their
identification. Environment in witch the samples were collected offers similar
condition for production of essential oil.

Key words: quioi6, ontogeny, histochemistry
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas na cura de doencas ndo é recente. Pode ser que a
utilizagdo de plantas como medicamento seja tdo antiga como a existéncia do
proprio ser humano. Elas sdo bastante aceitas por questdes historicas, culturais,
econbmicas ou simplesmente por serem produtos naturais e por iSSo existem
programas de saude que incentivam uso das plantas medicinais como
complementares ao tratamento. Este acompanhamento é importante, pois, estas
plantas possuem principios ativos assim como os remédios industrializados e

precisam gue o seu uso seja eficaz e seguro.

A familia Lamiaceae é uma das muitas que possuem espécies que oferecem
propriedades terapéuticas. As espécies desta familia dispdem de principios ativos
que sdo utilizados em larga escala também pela indUstria, seja como aromatizantes,
repelentes, perfumaria, inseticidas, farmacos, ou seja, oferece uma gama de

oportunidade para a producao industrial.

Com caracteristicas peculiares como flores bilabiadas e aroma marcante as
Lamiaceae sao facilmente identificadas. No entanto, estas caracteristicas ndo séao
encontradas para a distingcdo de algumas espécies, principalmente as pertencentes

ao género Ocimum L.

A facil naturalizacédo e hibridizacdo do género levam uma mesma espécie a
ter variacbes morfolégicas e consequentemente ser confundida com outras. A
populacdo normalmente denomina estas espécies de alfavaca juntamente com um
adjetivo. No Recdncavo da Bahia o género recebe diversos nomes. Os mais
encontrados sdo quioi6, quioi6-verdadeiro, quioib-bravo e alfavaca. Portanto, a
recomendacdo da OMS é relevante, visto que o levantamento de plantas utilizadas

na medicina popular levara a identificacdo destas garantindo seu uso.

Para a identificacdo correta do Ocimum gratissimum L. outras areas da
botanica como a anatomia vegetal e a fitoquimica auxiliam bastante. Os 6leos
essenciais das espécies de Lamiaceae podem ser utilizados como marcadores

taxondmicos, visto que apesar do Oleo essencial ser uma substancia formada
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por 100 ou mais compostos, existe alguns que estdo em maior quantidade em cada

espécie.

As folhas, além de exercerem funcbes primordiais na planta, como a
respiracao e fotossintese, é neste 6rgdo mais especificamente em apéndices deste,
os tricomas, que sdo armazenados alguns produtos do metabolismo secundario da
planta. A friccdo das folhas exala o odor geralmente agradavel que as secrecdes
armazenadas possuem. Isto acontece devido ao rompimento da cuticula das

cabecas secretoras de tricomas glandulares, que possuem 0leo essencial.

A espécie O. gratissimum L., possui em suas folhas a presenca de tricomas
tectores e glandulares que contém 6leo essencial com um aroma marcante. A
extracdo de Oleo essencial por arraste a vapor (método mais comum utilizado para
este processo), resulta em uma esséncia de coloracao levemente amarelada, pouco

viscosa e com aroma idéntico ao do material fresco.

A espécie apresenta estruturas anatdbmicas que se encaixam perfeitamente
nos padrdes da familia, desde a presenca de feixes vasculares nas projecbes do
peciolo, a presenca de diferentes tricomas na epiderme, como o padrdo ontogénico

destes.

Com o objetivo de descrever a anatomia foliar e caracterizar os tricomas
secretores e o conteldo do 6leo essencial, espera-se que as caracteristicas
anatémicas e fitoquimicas estudadas neste trabalho, possam fornecer subsidios que

contribuam para melhor conhecimento da espécie O. gratissimum.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em sua
Resolucdo — RDC n° 10, de 9 de Marco de 2010, planta medicinal € uma espécie

vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos.

A utilizagdo de plantas medicinais, conhecida como fitoterapia, esteve
presente ao longo da histéria da humanidade que sempre usou plantas tanto na sua
alimentacdo quanto com fins medicinais. O conhecimento sobre plantas medicinais
depende da observacdo cuidadosa dos efeitos de certos alimentos e condimentos,
dando ideia de como utilizd-los em caso de doencas; da observacao das atitudes de
animais com as plantas, inspirando o ser humano a utilizar tais vegetais como
elementos de cura; e a observacdo das caracteristicas proprias de uma planta e a
formulacdo de idéias acerca das suas qualidades, seguidas da experimentacdo dos
seus efeitos (ALMASSY Jr. et al., 2005).

A planta medicinal quando bem escolhida e usada corretamente néo difere do
medicamento medicinal quanto ao principio ativo. Tendo como base este conceito a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), recomenda aos 6rgaos responsaveis pela
salude publica de cada pais realizarem levantamentos regionais das plantas usadas
na medicina popular tradicional e as identifiguem botanicamente; estimulem e
recomendem o uso daquelas que tiverem comprovada sua eficacia e seguranca
terapeutica; desaconselhem o0 emprego das praticas da medicina popular
consideradas inuteis ou prejudiciais; desenvolvam programas que permitam cultivar
e utilizar as selecionadas na forma de preparacdes dotadas de eficacia, seguranca e
qualidade (LORENZI e MATOS, 2008).

Estima-se atualmente que em muitos paises em desenvolvimento
uma grande parte da populagcdo depende muito de praticantes tradicionais
e plantas medicinais para atender as necessidades de cuidados de saude primarios.

Embora a medicina moderna esteja disponivel nestes paises, os medicamentos



18

fitoterapicos, muitas vezes sdo mantidos devido a popularidade por razées histéricas
e culturais. Ao mesmo tempo, muitas pessoas nos paises desenvolvidos comegaram
a recorrer as terapias alternativas ou complementares, incluindo plantas medicinais
(OMS, 1999).

As prética médicas populares utilizam os elementos existentes da natureza
terapeutica. Aproximadamente 80% dos habitantes da Terra dependem desta
medicina tradicional nos seus cuidados basicos de saude, e a maior parte das
terapias tradicionais envolvem uso de extratos ou seus principios ativos
(RODRIGUES et al., 2002).

No Brasil o utilizacdo de plantas no tratamento de doencas foi influenciada
fundamentalmente pelas culturas indigena, africana e européia. Os indios utilizavam
as plantas medicinais de uma forma mistica em que o pajé fazia uso de plantas
alucinégenas com o objetivo de sonhar com o espirito que lhe revelaria a erva e o
procedimento para cura do enfermo, também observavam animais que faziam uso
de plantas como elemento de cura, exemplos de plantas utilizadas pelos indios séo
o jaborandi (Pilocarpus jaborandi), o guarana (Paullinia cupana), o taiuia (Cayaponia
spp.) e a erva-bugre (Casearia sylvestris); para os africanos quando alguém adoecia
era porque estava possuido por “espirito mau” e este era expulso pelo curandeiro
por meio de exorcismo e uso de plantas. O guiné (Petiveria alliacea) e o meldo-de-
sdo-caetano (Momordica charantia) foram trazidos com esse fim. A influéncia
européia no Brasil iniciou-se com a chegada dos jesuitas, que vieram catequizar 0s
indigenas, trazendo na bagagem varias plantas medicinais como a camomila
(Chamomilla recutita), melissa (Melissa officinalis), malva (Malva sylvestris) e funcho
(Foeniculum vulgare) (MARTINS et al., 2003; ALMASSY Jr. et al., 2005).

Lorenzi e Matos (2008) apés levantamento em todo territério brasileiro das
espécies vegetais mais utilizadas na medicina popular apresentam a familia

Lamiaceae como a terceira com maior numero de espécies medicinais.
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2.2 Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae que tem como sinbnimo Labiatae Juss., segundo Souza
e Lorenzi (2005), possui distribuicdo cosmopolita e aproximadamente 300 géneros e
7500 espécies, ocorrendo no Brasil 26 géneros e cerca de 350 espécies. Para
Barroso (1991) esta familia é representada por 150 géneros e 2800 espécies
também de ampla distribuicdo. Esta autora enfatiza sua dispersao nas regides do
Mediterraneo e no Oriente, e nas regibes montanhosas subtropicais, afirmando que
esta familia compreende 200 géneros com 3200 distribuidas em todo o mundo. Joly
(2001) também afirma que o maior centro de disperséo esta localizado na regido do
Mediterraneo e do Oriente Proximo. E uma das familias mais importante do ponto de
vista etnobotéanico e econémico (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 1998).

Este taxon possui poucas arvores de pequeno porte, sendo mais frequentes
como ervas anuais ou perenes, subarbustos ou arbustos arométicos e com ramos
quadrangualares (SOUZA e LORENZI, 2005; BARROSO, 1991; GEMTCHUJNICOV,
1976; WEBERLING e SCHWANTES,1981).

As folhas séo descritas por Souza e Lorenzi (2005) como opostas ou
raramente verticiladas ou alternas, comumente simples, sem estipulas e serreadas.
Barroso (1991) acrescenta que as folhas possuem limbo mostrando todas as
transicdes de bordo inteiro, denteado, lobado ou partido. O cheiro intenso das folhas
€ destacado por Joly (2001) e também por Weberling e Schwantes (1981) o qual
afirma que assim como os caules as folhas sdao densamente cobertas por tricomas
glandulares ou escamas que produzem esséncias, que desprendem odor agradavel

guando as folhas séao friccionadas.

As inflorescéncias ficam muitas vezes tdo intensamente agrupadas que as
flores parecem pseudoverticilos florais densos nas axilas foliares (WEBERLING e
SCHWANTES, 1981). Cada pseudoverticilo floral dispbe-se em pares opostos
constituindo inflorescéncias cimosas compostas (BARROSO, 1991). As flores em
geral vistosas (reunidas nas inflorescéncias) sdo diclamideas, bissexuadas,
pentameras, gamopétalas e gamossépalas, 2-4 estames, ovario supero, elas sao
fortemente zigomorfas e bilabiadas (SOUZA e LORENZI, 2005; JOLY 2001).

Segundo Barroso (1991) o calice tubuloso com bordo bilabiado oferece um bom
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carater para identificagdo dos géneros. E como é citado por Weberling e Schwantes
(1981) o nome Labiatae, ou labiadas, refere-se a presenca de dois labios nas flores
das plantas desta familia. Fruto em geral baga ou esquizocarpo (SOUZA e
LORENZI, 2005; BARROSO, 1991).

Poucos sédo os géneros indigenas da flora brasileira e sdo muitos que foram
introduzidos nelas como plantas medicinais, produtoras de 6leos essenciais,
utilizadas como condimentos ou ornamentais (BARROSO, 1991). Dentre os géneros
cultivados no Brasil pode-se destacar varias espécies, como erva-cidreira (Melissa
officinalis), alfavaca (Ocimum basilicum), o alfavacdo (Ocimum gratissimum), o
boldo-brasileiro (Plectranthus barbatus), alecrim (Rosmarinus officinalis), hortela-
pimenta (Mentha sp.), da qual se extrai o mentol e também é utilizada na medicina
caseira, manjerona (Origanum majorana), orégano (Origanum vulgare), tomilho
(Thymus vulgaris), poejo (Mentha pulegium) e as cultivadas pelas flores salvia
(Salvia splendens), com suas flores rosadas, lavanda (Lavandula angustifolia) e o
patchuli (Pogostemum sp.) que produzem 6leo essencial de larga aplicacdo (JOLY,
2001; SOUZA e LORENZI, 2005).

2.3 Género Ocimum

Segundo Paton (1992) o género Ocimum contém cerca de 30 espécies
encontradas nos tropicos do Velho e do Novo Mundo. Algumas espécies sao
amplamente cultivadas em regides mais temperadas, sendo de uso culinério e

medicinal.

No Brasil, as espécies mais importantes na cultura tradicional sdo justamente
as que possuem origem no Velho Mundo, assimiladas pela cultura brasileira gracas
aos africanos que chegaram ao pais na condicdo de escravos (ALBUQUERQUE e
ANDRADE, 1998).

Anteriormente Ocimum incluia mais de uma centena de espécies, mas tem
sido gradualmente desmembrado para formar um numero menor de géneros

relacionados, como por exemplo Becium Lind. Hoje Ocimum contém
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aproximadamente quarenta espécies, que sdo nativas nos tropicos da Asia, Africa e
América (Figura 1) (HARLEY et al., 1992).
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Figura 1. Mapa de distribuicdo de Ocimum. Sombreamento vertical = provavelmente
populacdes naturais. Sombreamento horizontal = provavemente naturalizado de
cultivo, mas talvez natural. Sombreamento diagonal = Cultivado, frequentemente
naturalizado (HARLEY et al., 1992).

As plantas deste género sdo perenes, de habito herbaceo ou arbustivo,
aromaticas com caules glabros, pubescentes ou tomentosos, com tricomas simples
ou estrelados; suas folhas s&do opostas, simples, pecioladas, algumas vezes
subsésseis, verdes; a inflorescéncia laxa ou congesta, verticilos com 6 flores e
bracteas de tamanhos variados; as flores sdo hermafroditas pediceladas
apresentando calice bilabiado, com labio superior arredondado, céncavo, decorrente
sobre o tubo, possui corola bilabiada, tubular inserida ou ndo no célice, glabra ou
pilosa, branca, branco-esverdeada, rosa ou levemente parpura, seus quatro estames
podem ser todos férteis ou dois estéreis exertos, ocasionalmente o par superior com
apéndice pilosos ou glabros proximos da base, anteras dorsifixas, o ovario € glabro
ou escassamente piloso, tetralobado, com o estigma bifido no apice; as nuculas séo
glabras ou escassamente pilosas, as vezes mucilaginosas de cor castanho a negro
(ALBUQUERQUE e ANDRADE, 1998).
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Por se tratar de plantas com uma larga histéria de cultivo, algumas espécies
apresentam um grande polimorfismo na forma e no tamanho das folhas, estrutura e
tamanho da inflorescéncias e variacdo na pigmentacao purpura em toda planta. As
formas de cultivo de O. americanum, por exemplo, mostram uma grande
variabilidade na coloragdo purpura. O mesmo acontece com 0 aroma, que varia
qualitativamente e na intensidade dentro de algumas espécies. Encontram-se
também variacbes morfoldgicas que se manifestam na ramificacdo das folhas,
inflorescéncias, flores e frutos em O. basilicum, O. gratissimum e O. americanum
(MORENO, 1987 apud ALBUQUERQUE e ANDRADE, 1998).

A nomenclatura botanica correta para as espécies e variedades do género
Ocimum da familia Lamiaceae, da qual o manjericdo comercial esta incluido, é de
grande interesse, uma vez que mais de 60 espécies e formas tém sido relatadas,
sendo questionavel a verdadeira identidade botanica do manjericdo citado em
algumas literaturas. A dificuldade em classificar mais de 60 variedades de Ocimum
basilicum L. provavelmente se deve a ocorréncia de polinizacdo cruzada facilitando
hibridacdes, resultando em grande numero de subespécies, variedades e formas
(BLANK et al., 2004).

O género Ocimum inclui espécies de “basil” (home comum em inglés de
varias espécies de Ocimum), amplamente cultivadas como ervas aromaticas, sendo

a espécie provavelmente mais conhecida O. basilicum (HARLEY et al., 1992).

Alfavaca é o nome com que se designa a maioria das espécies de Ocimum.
Possui origem européia, mas, foi difundido no Brasil pelos africanos apds sua
imigracdo. Adjetivacdes destes nomes podem em alguns casos, individualizar os
taxa, mas com limitagbes regionais. No Brasil O. basilicum é conhecido como
alfavaca-cheirosa, alfavaca-da-américa, alfavaca-de-vaqueiro, alfavaca-do-mato,
alfavacdo, basilico-grande, basilicdo, erva-real, folhas-largas-dos-cozinheiros,
manjericdo, manjericao-da-flor-branca, manjericao-da-folha-larga, quioid, remédio-
de-vaqueiro. O. gratissimum: alfavacao,alfava, alfavaca-cravo. O. selloi: elixir-
paregorico, alfavaca-cheiro-de-anis, alfavaca, atroveran. O. tenuiflorum: tulasi,

alfavaca-da-india, basilico-sagrado, manjericao-santo (LORENZI e MATOS, 2008).
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2.4 Espécie Ocimum gratissimum L.

Conhecida como alfavaca, alfavaca-cravo, alfavacdo e no Recbncavo da
Bahia como quioid, € um subarbusto aromatico, ereto, com até um metro de altura,
com origem do oriente e subespontaneo em todo o Brasil e do qual existem diversos
quimiotipos. Apresenta folhas ovalado-lanceoladas, de bordos duplamente dentados,
membranaceas, com 4 a 8 cm de comprimento. Suas pequenas flores sdo roxo-
palidas, dispostas em racemos paniculados eretos e geralmente em grupos de trés,
o fruto é uma pequena capsula seca possuindo quatro sementes. Tem aroma forte e
agradavel que lembra o cravo-da-india (LORENZI e MATOS, 2008).

O. gratissimum apresenta uma larga variabilidade morfologica, especialmente
em relacdo ao indumento das folhas e inflorescéncias, o que torna dificil 0 uso
destes caracteres como indicador taxondmico, utilizando metabdlitos secundarios,
especialmente 6leos essenciais, como marcadores taxonémicos, Vieira et al (2002)
identificaram trés tipos quimicos de O. gratissimum (eugenol, timol e geraniol), 0s
quais sdo possiveis de serem identificados pela analise organoléptica de cada
acesso. Segundo o mesmo autor, metabdlitos secundarios, como os flavondides e
Oleos essenciais, podem estar associados a alguns tratos morfoldgicos, e sao Uteis
para compreender a variacao existente dentro deste grupo.

Existem varios quimiotipos, como ocorre em outras espécies do mesmo
género, sendo um quimiotipo muito comum 0 eugenol, que possui essa substancia

em maior quantidade na composi¢ao do 6leo essencial (BIASI et al., 2009).

Os extratos volateis de Oleos essenciais de O. gratissimum evidenciam
potencialidades alelopaticas inibitérias sobre a germinacdo de sementes e no

comprimento da raiz de alface em estudo realizado por Alves et al. (2004).

No 6leo essencial extraido de O. gratissimum foram encontrados os seguintes
compostos: 1,8 cineol, eugenol, metil-eugenol, timol, pcimeno, cis-ocimeno e cis-
cariofileno, sendo que o eugenol foi indicado como responsavel por inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Salmonella enteritidis e
Escherichia coli, Klebsiella sp. e Proteus mirabilis (NAKAMURA et al., 1999).

Nas praticas comuns da medicina caseira suas folhas séo utilizadas na

preparacao de banhos antigripais, especialmente em criangas e, para tratar casos
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de nervosismo e paralisia; sdo usadas também em chas como carminativos,
sudorificos e diuréticos; por seu sabor e odor semelhantes ao cravo-da-india, €
usado também como condimento em culinaria (LORENZI e MATOS, 2008).

2.5 A folha e sua estrutura anatbmica

Como o caule e a raiz, a folha compreende trés sistemas de tecidos: o
sistema dérmico, que se origina da protoderme, constitui a epiderme e reveste toda
a superficie foliar; o sistema fundamental, que se origina do meristema fundamental
e constitui o mesofilo da lamina foliar e o cortex da nervura mediana e do peciolo; e
0 sistema vascular, que se origina do procambio e constitui os tecidos vasculares
das nervuras (APEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

O tecido fundamental da folha ou mesofilo é especializado para a realizacdo
da fotossintese. Isso € possivel gracas ao seu grande volume de espacos
intercelulares e a presenca de numerosos cloroplastos. O parénquima clorofiliano &
totalmente permeado por numerosos feixes vasculares que sao constituidos por
xilema e floema os quais raramente estdo expostos aos espacos intercelulares do
mesofilo, pois estdo envolvidas por células da bainha do feixe que controla o
movimento de substancias para dentro e para fora dos tecidos vasculares (RAVEN
et al. 2007).

7z

A epiderme é o tecido mais externo dos 06rgdos vegetais em estrutura
primaria, sendo substituida pela periderme em 6rgdos com crescimento secundario.
Ela possui como a principal funcdo o revestimento. A disposicdo compacta das
células impede a ac¢do de choques mecanicos, a invasdo de agentes patogénicos e
restringe a perda de agua, além de outras importantes fungbes (APEZZATO-DA-
GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

O suporte das folhas pode ser garantido pelo colénquima e esclerénquima, ou
pela epiderme que também fornece consideravel sustentagédo a folha. Os estbmatos
podem esta presentes em ambos os lados da folha ou somente em um lado, que

pode ser o superior, ou como é mais comum, o inferior, isto ird variar com base no
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hébito da planta, se mesdfitas, hidréfitas ou xeroéfitas. Assim como os estdbmatos, 0s
tricomas também podem ocorrer em uma ou nas duas superficies foliares (RAVEN
et al. 2007).

Os apéndices de origem epidérmica, os tricomas, sdo bastante variaveis na
sua estrutura e também sdo importantes para o diagndstico taxonomico. As
emergéncias e 0s aculeos apesar de também serem de origem epidérmica sao
classificados diferentemente dos tricomas (ESAU, 1974; APEZZATO-DA-GLORIA e
CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

Os tricomas estdo frequentemente presentes, facilmente observaveis, e
muitas vezes podem ser utilizados como padrdes de variagdo que se correlacionam
com outras caracteristicas do taxon sob investigacdo. A definicdo de tricomas varia
de generalizado morfologicamente como ‘pelos ou cerdas’ a um pouco mais
especifico anatomicamente como um apéndice epidérmico de formas, estrutura e
funcéo diversas. Na maioria dos trabalhos anatdmicos tricomas séo distinguidos de
emergéncias, gue representa uma combinado de anexos epidérmicos e
subepidérimicos (METCALFE e CHALK, 1979).

Apesar de terem sido amplamente utilizada para fins taxonémicos, seu
significado adaptativo foi praticamente ignorado pelos evolucionistas e ecologistas.
Tricomas também podem complementar a defesa quimica de uma planta por possuir
glandulas que exalam terpenos, compostos fendlicos, alcaldides e outras
substancias que podem atuar como repelentes olfativos ou gustativos. Em alguns
grupos de plantas, a protecdo contra mamiferos de grande porte é alcancada pela
presenca de tricomas urticantes (LEVIN, 1973).

Os tricomas sédo classificados em categorias morfolégicas. Appezzato-da-
Gloria e Carmello-Guerreiro (2006) classificam tricomas em tectores que podem ser
ser unicelulares, simples, multicelulares (ramificados ou nao); em mistos,
constituidos por uma regido ramificada nao-glandular e uma regido secretora
multicelular; e em glandulares que estdo envolvidos com secrecdo de substancias

como 6leos, néctar, sais, resinas, mucilagem, sucos digestivos e agua.

Embora os termos glandulares e tectores sejam comumente usados e
convenientes para descrever os tricomas, eles realmente ndo dizem muito sobre a

morfologia dos tricomas em si. Esses termos devem ser utilizados em conjunto com
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as sub-categorias: papilas, simples (pequeno ou longo), de dois a cinco bragos,
estrelado (circular, multiangular, porrect, geminado, tufado), bascula (séssil, peltado,
porrect), dendritico (pouco ramificado, muito ramificado, ramificacdo terminal,
ramificacdo medial, ramificacdo basal) ou tipos especializados (METCALFE e
CHALK, 1979).

Os tricomas glandulares possuem uma cabeca unicelular ou multicelular,
composta de células que produzem a secrecado e que estado situadas na extremidade
de um peddnculo de células nao-glandulares. As secrecdes eliminadas pelas
células glandulares acumulam-se primeiro entre a parede celular e a cuticula. Mais

tarde a cuticula rompe-se e a secrecao é eliminada (ESAU, 1974).

O produto da secrecdo destes tricomas muitas vezes possui alta
concentracdo de metabdlitos secundarios com atividade bioldgica de interesse para
as industrias de pesticidas, industrias farmacéuticas, de aromatizantes e perfumaria
(DUKE, 1994).

Os tricomas glandulares que secretam 6leo essencial ocorrem em géneros de
muitas familias com por exemplo Labiate, Solanaceae, Asteraceae, Geraniaceae.

Além do 6leo essencial outras substancias podem ser secretadas (FAHN, 1979).

2.6 Metabdlitos secundarios

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos que
parecem n&o ter funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento, tais
substancias sdo conhecidas como metabdlitos secundarios, produtos secundarios
ou produtos naturais. O estudo destes compostos foram iniciados pelos quimicos
organicos pela sua importancia como drogas medicinais, venenos, aromatizantes e
materiais industriais (TAIZ e ZEIGER, 2006).

Muitos dos produtos do metabolismo secundario tem fungbes ecoldgicas,
como proteger as plantas contra herbivoria e contra a infec¢do causada por micro-

organismos patogénicos, e agir como atrativos para animais polinizadores e
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dispersores de sementes, bem como agentes na competicdo planta-planta (TAIZ e
ZEIGER, 2006; RAVEN, 2007).

Os metabdlitos secundarios sao restritos em sua distribuicdo, tanto dentro da
planta quanto entre diferentes espécies de plantas, a sua poducéo ocorre hum Orgao
ou tecido especifico ou tipo de célula em determinado estagio de desenvolvimento e
eles sdo estocados principalmente nos vacuolos (MARTINS et al., 2003; RAVEN,
2007).

Os produtos secundarios podem ser divididos em trés grupos principais:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os terpendides séo
sintetizados a partir do acetil-CoA, via rota do &cido mevalénico. Os compostos
fendlicos sdo substancias aromaticas formadas via rota do acido chiquimico, como

alcaldides, que séo sintetizados a partir de aminoacidos (ALMASSY Jr. et al., 2005).

Os compostos nitrogenados, sao sintetizados principalmente a partir de
aminoacidos arométicos, os alcaldides, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos,
aminoacidos ndo-protéicos e inibidores de proteases protegem as plantas contra
varios herbivoros (TAIZ e ZEIGER, 2006).

Os terpenos constituem o maior grupo e as substancias desta classe sao, em
geral, insoluveis em agua. Certos terpenos tem fungdo bem caracterizada no
crescimento e no desenvolvimento vegetal, podendo ser considerados como
metabdlitos primarios (as giberelinas, os esterdis, os carotendides, o &cido
abscisico, alcoois politerpénicos de cadeias longas), entretanto, a grande maioria
das estruturas terpénicas é produto do metabolismo secundario, provavelmente
relacionado a defesa vegetal devido a sua toxicidade e deterrencia para muitos
insetos e mamiferos herbivoros (como exemplo os piretrdides, Oleos essenciais,
limondides, fitoecdisonas, saponinas) (TAIZ e ZEIGER, 2006).

2.7 Oleos essenciais

S&o liguidos oleosos volateis, dotados de aroma forte, quase sempre

agradavel, provenientes do metabolismo secundario, existentes em quase 2000
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espécies de plantas distribuidas em 60 familias. Também podem ser chamados de
Oleos volateis, 6leos etéreos ou essencias. Estes 6leos sdo normalmente elaborados
nas folhas, sendo armazenados em espacos extracelulares, entre a cuticula e a
parede celular, e constituidos basicamente pelos terpenos, sintetizados pela rota do
acido mevalbnico (SILVA e CASALI, 2000).

Panizza (1997) afirma que Oleos essenciais sdo misturas complexas de
substancias organicas, podendo apresentar 150 componentes ou mais, mas 0
interesse recai sobre 0s que a presentam um componente em maior propor¢éo. A
atividade curativa dos 6leos essenciais € muito variada e na terapéutica séo
aplicados em muitas doengas. A acdo farmacodindmica mais caracteristica € a
antisséptica e antiparasitaria, associada a uma acao expectorante, diurética,
depurativa, antiespasmoddica, emenagoga, antiviral, carminativa, estomaquica,

analgésica, antirreumatica e anti-inflamatoria.

Muitos vegetais possuem misturas de monoterpenos e sesquiterpenos
volateis, os Oleos essenciais, 0s quais conferem aroma caracteristico as suas folhas.
Estes 6leos apresentam reconhecidas propriedades como repelentes de insetos,
sendo frequentemente encontrados em tricomas glandulares que se projetam da
epiderme e agem como adverténcia sobre a toxicidade do vegetal, repelindo
potenciais herbivoros mesmo antes que ataquem (TAIZ e ZEIGER, 2006).

Segundo Matrtins et al. (2003), a observacao do tipo de estrutura secretora do
0leo essencial pode ser muito importantes para a determinacdo dos cuidados pos-
colheita com as plantas, ele pode ser produzido por tricomas glandulares
(Lamiaceae), cavidades secretoras (Rutaceae, Myrtaceae etc.), glandulas spouting,
que esguicham o seu conteddo ao simples toque (em Dictamnus albus); ductos
secretores(Pinaceae, Anacardiaceae, Asteraceae, Hypericaceae, Leguminosae,
Umbelliferae etc.) e células de Oleo (Lauraceae, Valerianaceae etc.). A familia

Lamiaceae € a que mais apresenta espécies com 6leos essenciais.

Os Oleos volateis obtidos de cada 6rgdo da mesma planta podem ter
composicdo quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores bem distintos. Tem
sido observado que a composi¢cdo quimica de o6leos volateis, extraidos do mesmo
orgao da mesma espécie vegetal, podem variar significamente, de acordo com a

época de coleta e condi¢cdes climaticas e de solo. A diversidade de ambientes
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ecogeogréficos do brasil é responséavel por sua enorme quantidade de espécies de
plantas medicinais (SILVA e CASALI, 2000; ALMASSY JR. et al., 2005).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Anatomia foliar

O material para o estudo anatomico foi coletado no Recdncavo do Estado da
Bahia, no municipio de Conceicdo do Almeida. Coletado em (23/09/09 e 03/08/10),
por J. Lima e identificado pelo Prof. Msc. Marcio Lacerda Martins da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia. O material testemunha coletado foi herborizado e
depositado na colecao botéanica desta mesma universidade.

Todas as analises de anatomia vegetal foram realizadas no Laboratorio de

Anatomia Vegetal da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

Folhas expandidas foram coletadas, fixadas imediatamente em FAAs por 24h
(JOHANSEN, 1940), em Formalina Neutra Tamponada (LILLIE 1948 in CLARK
1973) por um periodo de 48 horas. Este material foi submetido ao vacuo em
dissecador durante o processo de fixacdo, lavado em 4&lcool etilico 50% e
conservado em alcool etilico 70%.

Amostras da nervura principal e do peciolo foram isoladas, desidratadas em
série butilica terciaria e incluidos em parafina histolégica (Histotec/Merck;
JOHANSEN, 1940). Cortes seriados transversais e paradérimos foram efetuados em
micrétomo rotativo Leica RM2245, com espessura variavel (10 -15 um). Os cortes
foram corados com safranina alcoolica 1,5% e azul de astra aquoso 1%
(GERLARCH, 1969), para o estudo estrutural, e as laminas permanentes montadas
em resina sintética (Permount/Fister).

A diafanizacao foi realizada com a por¢cdo mediana das folhas completamente
expandidas. As amostras foram tratadas com solug&ohidroxido de sodio 5% durante

10 minutos, lavadas em &agua destilada e submetidas a clarificacdo com &agua
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sanitaria comercial (FOSTER, 1950). A coloracéo foi realizada com safranina alcool-
xiloloca 0,5% e as laminas permanentes montadas em resina sintética.

A documentacéo foi realizada em fotomicréspio Olympus BX51 equipado com
camara fotografica digital Olympus A330. As escalas das figuras foram obtidas
através da projecdo de lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas
condicdes Opticas das demais ilustracdes.

Este estudo foi realizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade

Federal do Recbncavo da Bahia.

3.2 Ontogénese dos tricomas

Apice caulinar, folhas jovens ndo expandidas do primeiro no, contados a partir
do &pice, folhas jovens em final de expansao e folhas adultas foram coletadas e
fixadas imediatamente em FAAsy por 24h (Johansen, 1940). Este material foi
submetido ao vacuo em dissecador durante o processo de fixacdo, lavado em alcool

etilico 50% e estocado em alcool etilico 70%.

Amostras da nervura principal foram isoladas, desidratadas em série butilica
terciaria e incluidas em parafina histologica (Histotec/Merck; JOHANSEN, 1940) e
outras desidratadas em série etilica e incluidos em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha). Cortes seriados transversais e longitudinais
foram efetuados em micrétomo rotativo (Leica RM2245), com espessura variavel (7 -
10 ym), os cortes foram corados com azul de toluidina em ph 4,4 (O’ BRIEN e

MCCULLY, 1981) e as laminas montadas com resina sintética (Permount/Fister).

3.3 Caracterizacao histoquimica dos tricomas

O material para os testes histoquimicos foi coletado no Recdncavo do Estado

da Bahia, no municipio de Cruz das Almas, proveniente de individuo adulto.
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Foram realizados testes histoquimicos em amostras frescas de folhas jovens
nao totalmente expandidas. As secdes transversais a mao livre e laminas provisorias
foram montadas em agua. Os testes histoquimicos e as principais classes de
metabdlitos investigados nos tricomas estdo descritos na Tabela 1. Secdes de
controle foram realizadas simultaneamente, de acordo com as recomendagdes dos

respectivos autores.

A documentacdo de todos os estudos anatdbmicos foi realizada em

fotomicroscopio Olympus BX51 acoplado a camara fotografica digital Olympus A330.

Tabela 1- Relacdo dos testes histoquimicos realizados para identificagcdo do material
secretado pelos tricomas de O. gratissimum.

Grupos metabdlicos Reagentes

Lipidios Lipidios totais Negro de Sudédo B (PEARSE,
1980)

Vermelho Sudao IV

(PEARSE, 1980)
Lipidios acidos e neutros
Sulfato Azul de Nilo (CAIN,

1947)

Terpenodides Oleos essenciais e oleosinas  Reagente de Nadi (DAVID e
CARDE, 1964)

Compostos fendlicos Compostos fendlicos gerais Dicromato de Potassio
(GABE, 1968)

Cloreto de ferro Ill
(JOHANSEN, 1940)

Sulfato Ferroso em Formalina
(JOHANSEN, 1940).

Taninos Vanilina Cloridrica (MACE e

HOWELL, 1974)
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Tabela 1- Relagcéo dos testes histoquimicos realizados para identificacdo do material
secretado pelos tricomas de O. gratissimum (continuacao).

Grupos metabadlicos Reagentes

Alcaléides Reagente de Wagner (FURR
e MAHLBERG, 1980)

Reagente de Dittmar (FURR
e MAHLBERG, 1980)

Reagente de Ellram (FURR e
MAHLBERG, 1980)

Polissacarideos Polissacarideos totais PAS (Priodic-Acid-Schiff’s
reaction; MCMANUS, 1948)

Lugol (JENSEN, 1962)

Amido
. Acido Tanico/Cloreto de ferro
Mucilagens
Il (PIZZOLATO 1977)
Proteinas Proteinas totais Pounceau de Xilidina

(O'BRIEN e MCCULLY,1981)

Azul Brilhante de Coomassie
(FISCHER, 1968)

Proteinas totais

3.4 Andlise do 6leo essencial

O material de estudo foi coletado no Reconcavo do Estado da Bahia, nos
municipios Conceicdo do Almeida e Cruz das Almas. Proveniente de individuos
adultos, coletado em 06/09/2010, 17/09/2010 e 26/09/2010, por J. Lima e
identificado pelo Prof. Msc. Marcio Lacerda Martins da Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia.

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilagdo no Laboratorio
de produtos naturais (LAPRON) do Departamento de Ciéncias Exatas da

Universidade Estadual de Feira de Santana-UEFS.
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O material seco em sala de secagem com desumidificador, foi triturado em
liquidificador industrial, em seguida 1 g foi utilizado na determinacdo do teor de
umidade, foi realizada a triplicata no determinador de umidade (Série ID Versao 1.8
Marte®.), as amostras foram secas a temperatura de 100° C, até que ndo houvesse
variagao na pesagem de 0,1% em 30s.

Em torno de 50 g das amostras foram adicionadas no bal&o de vidro de litros
contendo agua destilada em volume suficiente para cobertura total do material
vegetal, foi realizada a triplicata deste processo de hidrodestilacdo. Foram adotados
aparatos do tipo Clevenger graduados, acoplados em baldes de vidro, que foram
aquecidos por mantas térmicas elétricas com termostato. O processo de extracao foi
conduzido durante 3 horas, contadas a partir da condensacdo da primeira gota,
sendo verificado o volume de Oleo extraido na coluna graduada do aparelho de
Clevenger. Adicionou-se ao Oleo retirado do aparelho o sulfato de anidro.
Posteriormente, com o uso da pipeta do tipo Pasteur, o 6leo foi acondicionado em
frasco de vidro de 2 mL, etiguetado e armazenado em congelador comercial a -5 °C.

O teor do 6leo essencial foi calculado a partir da base livre de umidade (BLU),

que corresponde ao volume (mL) de éleo essencial em relacdo a massa seca.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anatomia foliar

As células epidérmicas, em vista frontal, exibem paredes anticlinais sinuosas
nas duas faces (Figura 2 A-B). O estudo da vista frontal da epiderme foi realizado
utilizando cortes paradérmicos, pois, a folha ndo resistiu aos processos de
clarificacéo e diafanizacdo, mesmo realizando diversas tentativas. A sinuosidade da
parede anticlinal e a espessura da cuticula estdo especialmente relacionadas com o
ambiente em que a folha se desenvolve (ESAU, 1974; APPEZZATO-DA-GLORIA e
CARMELLO-GUERREIRO, 2006). A sinuosidade parietal aumenta a superficie de
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contato entre as ceélulas epidérmicas. Esta caracteristica convexa auxilia na
captacado luminosa (VOLGELMANN, 1993 apud BIERAS, 2006).

A folha é anfiestoméatica apresentando estématos diaciticos, mais frequentes
na face abaxial (Figura 2 B). Os estdmatos estdo localizados no mesmo nivel das
células epidérmicas. (Figura 3 F-G). A caracteristica anfiestomatica da folha pode
indicar uma forma de aumentar a taxa fotossintética, por permitir uma troca gasosa
eficiente se comparada com folhas hipoestomaticas (PARKHUST, 1978 e MOTT et
al.,1982 apud ELIAS et al., 2003).

O numero dos estdmatos por unidade de superficie e o nivel posicional das
células-guarda com respeito as outras sdo bastante variaveis e por iSSO possui
pouco valor taxonémico. No entanto, a classificacdo quanto ao tipo de estdmato é

uma caracteristica taxondémica frequentemente utilizada (ESAU, 1974).

A presenca de estdmatos diaciticos ou cariofilaceos € uma caracteristica da
familia Lamiaceae, embora outras espécies pertecentes a esta familia como Cunila
mariana Linn apresente estbmatos anomociticos (METCALFE e CHALK, 1979), e
Hyptidendron canum (Pohl ex Benth.) Harley apresente além dos diaciticos
estdmatos anisociticos (FIUZA, 2010).

7

Em vista transversal a epiderme € uniestratificada em ambas as faces
possuindo células com formato tabular, ligeiramente mais estreita e alongada na
face abaxial, e recoberta por uma fina cuticula (Figura 3 D). Ela possui distribuicédo
de tricomas tectores concentrados na nervura central, e tricomas glandulares
distribuidos em ambas as faces da folha (Figura 3 H-I). Por se tratar de um material
pouco resistente ao processo de preparacao dos cortes, a maioria dos tricomas nao

fica intacta apds os cortes em micrétomo rotativo.

A justaposicao das células da epiderme é de grande importancia, restringindo
a perda de agua (APPEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO, 2006). A
posicéo das células estomaticas e dos tricomas também é importante e normalmente
esta relacionada ao ambiente, sendo seco a sub-umido o clima da regido a qual se
encontra o vegetal em estudo (FONSECA, 2003).

Tricomas muito variados proporcionam valiosas caracteristicas para
identificacdo de géneros e espécies. A ocorréncia de diversos tipos de tricomas

tectores e glandulares na mesma folha € uma caracteristica de toda a familia
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Lamiaceae. A parede dos tricomas desta familia € dura e lignificada em muitas
espécies e em outras compostas de celulose mais fortemente cuticularizada
(METCALFE e CHALK, 1979), em H. canum, por exemplo, existe uma ampla
variedade de tricomas (FIUZA, 2010).

Os tricomas tectores s&do simples, multicelulares, nao ramificados,
pontiagudos e eretos. Consiste de trés células suportadas por um pedestal celular

formado por um grupo de cinco células arranjadas em um circulo em torno da base.

Os tricomas glandulares sdo de dois tipos: peltados e capitados. Os peltados
estdo localizados numa depressdo da epiderme e consistem em uma célula
epidérmica basal, um peddnculo muito curto, e uma grande cabeca redonda formada
por quatro células secretoras. Pode ser observada em microscopia Optica a
presenca de um grande espaco subcuticular formado pelo desprendimento da
cuticula da parte exterior da parede celular. A secrecdo acumulada neste espaco

permanece presa dando uma forma esférica ao tricoma (Figura 3 ).

Os capitados também estdo localizados numa depressdo da epiderme.
Possuem uma célula basal, um pedunculo curto e uma cabeca bicelular globosa. O
produto da secrecdo se acumula no interior das células apicais em um espaco
subcuticular muito pequeno, sendo provavelmente exsudada através de microporos

da cuticula (Figura 3 H).

A presenca de tricomas glandulares peltados e capitados é uma caracteristica
das espécies de Lamiaceae. Ao contrario dos tricomas peltados, que tem uma
morfologia bastante uniforme, tricomas capitados variam em termos de
caracteristicas morfolégicas que refletem diferentes processos secretores e
provavelmente funcdes distintas (ASCENSAO et al., 1999).

O Oleo secretado € acumulado no espaco subcuticular, mas algumas fracdes
do 6leo essencial podem atravessar a cuticula (ASCENSAO et al., 1995), como foi
observado por Serrato-Valenti et al. (1997) em tricomas capitados de folhas de
Salvia aurea L. No entanto, a maioria da substancia secretada permanece no

espaco subcuticular até a morte do tricoma glandular (FAHN, 1979).

A partir de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), em trabalho realizado
por Ascensdo et al. (1999), as cabecas glandulares peltadas de folhas de

Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae) mostram uma superficie lisa ou enrugada,
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indicando estreita ligacdo da cuticula com as paredes superiores da célula secretora,
que enfatiza o contorno da célula ou revela a presenca de um grande espacgo

subcuticular.

A ruptura da cuticula é rara, no entanto, pode ocorrer ao longo de uma linha
pré-determinada de aparente fraqueza no plano equatorial da cabeca (ASCENSAO,
1995, 1999). Ou também fatores externos com altas temperaturas, baixa umidade do

ar ou agressédo animal leve a ruptura da cuticula (ASCENSAO et al., 1995).

O mesofilo tem distribuicdo dorsiventral, com o parénquima palicadico
formado por uma camada de células alongadas voltadas para face adaxial e
parénquima lacunoso com arranjo aleatério e muitos espacos intercelulares, com
guatro a seis camadas de células voltadas para face abaxial (Figura 3 D). A
distribuicdo dorsiventral do mesofilo permite enquadrar o vegetal em estudo como
mesofitico (requerem grande quantidade de umidade no solo e atmosfera
relativamente Umida) (APPEZZATO-DA-GLORIA e CARMELLO-GUERREIRO,
2006).

Na nervura central, abaixo da epiderme, existem até quatro camadas de
colénquima com espessamento variavel e irregular (Figura 3 B). O feixe vascular é

colateral, constituido por xilema e floema priméarios (Figura 3 C).

O peciolo, em corte transversal, apresenta epiderme similar aquela descrita
para a lamina foliar e até quatro camadas de colénquima que formam uma faixa
continua seguida de parénquima fundamental. O feixe vascular principal é do tipo
colateral, em arco aberto formado por sete feixes, sendo dois maiores centrais, trés
pequenos deslocados para face adaxial e outros dois pequenos nas suaves
projecBes das extremidades da face adaxial (Figura 3 A). Muitas vezes a estrutura
vascular pode exibir caracteristicas de grande valor taxondmico. Uma destas
caracteristicas sado os feixes vasculares subsidiarios adicionais presentes nas
proeminencias do peciolo na maioria das espécies examinadas (METCALFE e
CHALK 1979; VIANA, 2009).
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4. 2 Ontogénese dos tricomas glandulares

Os primeiros estagios de diferenciagdo dos tricomas glandulares de O.
gratissimum sé@o observados somente nos primérdios foliares. As folhas jovens nao
expandidas do primeiro nd, contados a partir do apice, apresentam em quase sua
totalidade tricomas no ultimo estagio de desenvolvimento, em que a cabeca ja sofreu
divisbes anticlinais estando completamente formada nos capitados e a um passo da

maturidade para os peltados.

O desenvolvimento dos tricomas obteve-se com um aumento no volume e
projecdo de uma Unica célula protodérmica (Figura 4 A). Apds este aumento de
volume a célula protodérmica inicial divide-se periclinalmente, originando duas
células de tamanho desigual (Figura 4 B). A célula-filha menor corresponde a célula
basal. A célula-filha superior redivide-se assimetricamente formando a célula do
pedunculo e a célula-mae da cabeca (Figura 4 C). No ultimo estagio, esta passou
por divisbes anticlinais até que a cabeca esteve completamente formada. Nos
tricomas capitados esta divisdo ocorreu somente uma vez, originando uma cabeca
bicelular. Nos tricomas peltados esta divisdo prosseguiu originando uma cabecga com

quatro células secretoras.

A conclusao das divisdes da cabeca é seguida pela fase de secrec¢do. O 6leo
essencial é secretado em um espaco subcuticular das células secretoras. Nos
tricomas peltados este espaco subcuticular que no inicio da secrecdo € pequeno
mais tarde tornou-se maior. No caso dos tricomas capitados este espaco continuou

reduzido devido a possiveis poros na cuticula que permitiram a saida do 6leo.

O numero e a disposicdo das células que constituem a cabeca s6 foram
possiveis de serem observados em cortes paradérmicos. A cabeca dos tricomas

peltados consiste em quatro células secretoras e os capitados em duas células.

Tricomas glandulares de Origanum dictamnus L., (BOSABALIDIS et al., 1982)
possuem desenvolvimento muito similar ao do O. gratissimum, difere somente no
altimo estagio visto que aquela espécie possui a cabeca do tricoma composta por
doze células secretoras sendo necessario sofrer mais divisdes anticlinais. Gersbach
(2002) sugere um padrdao ontogénico semelhante para os tricomas peltados de
Prostanthera ovalifolia e Ascensdo et al. (1995) para os de Leonotis leonurus.
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Nestes trabalhos também ocorre a auséncia dos tricomas imaturos em folhas

completamente expandidas.

4.3 Caracterizacao histoquimica

Os tricomas glandulares peltados possuem um grande espaco subcuticular
preenchido por uma secrecao abundante e transparente que oferece forma esférica
ao tricoma (Figura 5 A). Geralmente os tricomas peltados contem a maior parte dos
Oleos essenciais produzidos por Lamiaceae (MAFFEI, CHIALVA e SACCO, 1989;
KOKKINI, KAROUSOU e VOKOU, 1994; CLARK et al, 1997 apud ASCENSAO,
1999). No entanto esta caracteristica para a secrecéo foi encontrada e conoidais das

folhas de Plectranthus ornatus em trabalho realizado por Ascenséo et al. (1999).

O mesmo nao pode ser afirmado para os tricomas capitados, que sao de
pedunculo curto, em O. gratissimum, pois, estes apresentam um espaco subcuticular
muito reduzido armazenando pouco produto da secrec¢do. Segundo Fahn (1979)
esta caracteristica que pode ser explicada pela possivel presenca de microporos da
cuticula que permitem a passagem da secrecao.

As especificacdes de cada tipo de tricoma nao sao conhecidas e por isso nao
se podem considerar as mesmas caracteristicas para os dois tipos de tricomas
glandulares de O. gratissimum. Como os peltados apresentam uma significante
guantidade de secre¢cédo armazenada, diferente dos capitados, este trabalho reflete a
caracterizacao histoquimica dos tricomas peltados.

Na caracterizacdo histoquimica dos tricomas (tabela 2), verificou-se reacao
positiva para os compostos lipofilicos: Negro de Sudédo B (Figura 5 B), Vermelho
Sudéo IV (Figura 5 C), Sulfato Azul de Nilo (Figura 5 D), que corou a secrecao de
rosa, e Reagente de Nadi, que corou a secrecao de violeta ou azul-violeta.

A secrecao do tricoma de O. gratissimum tem natureza lipidica, atestada
pelos resultados positivos com Negro de Sudao B, Vermelho Sudéo IV e Sulfato
Azul de Nilo. Pode-se ainda inferir que os lipidios sdo neutros, visto que foram

corados de rosa pelo Sulfato Azul de Nilo, que trata-se a um terpeno de acordo com
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a reacao positiva com o Reagente de Nadi. Em estudo realizado por Ascensao et al.
(1999) os tricomas peltados de P. ornatus apresentaram somente reacao positiva
para compostos lipofilicos e terpendides, os mesmos resultados foram registrados
por Ascenséao et al. (1997) e Serrato-Valenti et al. (1997) para tricomas peltados e

capitados de folhas de Salvia aurea.

Os resultados histoquimicos indicam que a secrecéo de tricomas peltados em
L. leonutus é um terpendide contendo oleoresina (6leos essenciais e &acidos
resiniferos) e glucanos flavondides como seus principais constituintes (ASCENSAO
et al., 1997).

Os testes histoquimicos para detectar alcaldides, proteinas, polissacarideos e
compostos fendlicos forneceram resultados negativos assim como nos trabalho de
Ascenséo et al. (1997, 1999). No entanto, no trabalho realizado por Serrato-Valenti
et al. (1997) foi encontrado substancias fendlicas e polissacarideos nao-celuldsicos

em Salvia aurea, mas a funcdo dessas substancias ndo é conhecida pelos autores.

Estes resultados séo consistentes com outros dados fitoquimicos para
Lamiaceae. Terpendides e flavondides sdo amplamente distribuidas nesta familia,
enquanto taninos estdo ausentes e alguns alcaléides menores ocorrem
(RICHARDSON, 1992 apud ASCENSAO 1997, 1999).

Tabela 2 — Caracterizacao histoquimica dos tricomas secretores de O. gratissimum.

Grupos compostos Teste Tricoma secretor
Lipidios Negro de Sudédo B +
Vermelho Sudéo IV +
Sulfato Azul de Nilo +
Terpendides Reagente de Nadi +
Compostos fendlicos Dicromato de Potassio -

Cloreto de ferro Il -

Sulfato Ferroso em Formalina -

Vanilina Cloridrica -
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Tabela 2 — Caracterizacdo histoquimica dos tricomas secretores de O. gratissimum
(continuacéo).

Grupos compostos Teste Tricoma secretor

Alcaléides Reagente de Wagner -
Reagente de Dittmar -

Reagente de Ellram -

Polissacarideos PAS -
Lugol -

Acido Tanico/Cloreto de ferro -
11|

Proteinas Pounceau de Xilidina -

Azul Brilhante de Coomassie -

4.4 Andlise do 6leo essencial

A extracdo do Oleo essencial das folhas secas de O. gratissimum obtveram
um teor 3,4%, do material coletado no municipio de Concei¢cdo do Almeida e 3,5%
do material coletado no municipio de Cruz das Almas.

Os teores de 6leo essencial do material coletado nos dois municipios nao
diferiram significativamente entre si, 0 que permite inferir que os dois ambientes
fornecem condi¢des semelhantes para a producao do 6leo essencial.

Observou-se que os individuos O. gratissimum ocorriam em locais que
existiam uma grande diversidade de espécies vegetais e que protegia-os contra a
exposicao total ao sol.

A composicdo dos principios ativos na planta depende naturalmente do
controle genético e dos estimulos proporcionados pelo meio (MARTINS et al., 2003).

Os ambientes onde as plantas se desenvolvem exercem grande influencia

sobre a producdo e composicdo quimica dos Oleos essenciais. Os fatores



41

ambientais podem ser bibticos (fungos simbiontes e parasitas) e abibticos
(temperatura, luz, fotoperiodo, 4gua, nutrientes) (GARLET, 2007).

Segundo Martins et al. (2010) plantas crescidas a pleno sol obtém o menor
teor de Oleo essencial, provavelmente, como consequéncia da menor area foliar e
alocacdo preferencial de biomassa para o sistema radicular, devido a elevada
radiacdo. Ele ainda infere que o sombreamento de 50% favorece a producédo de 6leo
essencial em O. gratissimum.

A luz atua de forma significativa e complexa no acumulo e na variedade dos
componentes dos 0leos essenciais, uma vez que afeta direta ou indiretamente a
producdo de fitomassa, a proporcdo de érgdos e as vias biossintéticas destes
metabalitos secundarios (OLIVEIRA et al., 2007).

Este 6leo, com diversas propriedades medicinais, pode atrapalhar as técnicas
histolégicas com parafina ou historesina. E facil associar o alto rendimento deste
6leo com a dificil fixagdo dos cortes realizados com material incluso em parafina ou

a dificil secagem da historesina, substancias que séo solluveis com o 6leo.

5 CONCLUSOES

A espécie em estudo pode ser enquadrada como mesofitica, que poderia
justificar a sua disperséo, segundo a literatura, em ambientes subtropicais.

Possui caracteristicas taxondmicas importantes da familia Lamiaceae a qual
pertence.

As caracteristicas anatébmicas e histoquimicas sdo comuns aqueles descritos
para a familia, podendo ser utilizados como diagndstico para sua identificacéo.

Os dois ambientes em que amostras foram coletadas para analise do Oleo
essencial oferecem condi¢gdes semelhantes para o crescimento do vegetal e para a
producdo de Oleo essencial.

Os tricomas encontrados (capitados e peltados) produzem e armazenam
material de origem lipidica, o Oleo essencial.

A ontogénese dos tricomas segue padrdo semelhante ao observado em

outras espécies de Lamiaceae.
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Figura 2 A-D. Seccdes paradérmicas da lamina foliar de Ocimum gratissimum L. A -
Vista frontal da face adaxial: células epidérmicas com paredes anticlinais sinuosas e
estbmatos diaciticos. B -Vista frontal da face abaxial apresentando estbmatos
diaciticos mais frequentes. C - Vista frontal da cabeca secretora tetracelular do
tricoma peltado numa cavidade subepidérmica (seta). D - Vista frontal da cabeca
secretora bicelular do tricoma capitado. ed: estdmato diacitico.
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Figura 3 A-G. Seccdes transversais da folha e do peciolo de O. gratissimum. A-
Seccdao transversal do peciolo. B- Seccéo transversal da nervura central. C.
Detalhe do feixe vascular. D - Mesofilo dorsiventral. E - Detalhe do parénquima
palicadico. F - Estbmato e camara subestomatica da face adaxial. G - Estébmato
e camara subestomatica da face abaxial. co: colénquimacs: camara
subestomatica, ep: epiderme, es: estbmato, f: floema, pl: parénguima lacunoso,
pp: parénquima pali¢adico, x: xilema.
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Figura 3 H-I. Fotomicrografias dos tricomas glandulares de O. gratissimum H -
Detalhe das células secretoras com nucleo e contetdo densos dos tricomas
capitados. | - Detalhes do tricoma glandular peltado evidenciando a cavidade
subcuticular repleta de secrecéo.
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Figura 4 A-F. Ontogenia dos tricomas secretores de O. gratissimum (corte
transversal). A - Projecao da célula protodérmica. B - Tricoma com duas células. C -
Diviséo periclinal da célula superior. D — F. Divisdes anticlinas da cabeca secretora.
F - Descolamento da cuticula das paredes apicais das células secretoras (seta). cb:
célula basal, cfm: célula-filha menor, cfs: célula-filha superior, cmc: célula-méae da
cabeca, cp: célula do pedunculo, cpd: célula protodérmica, cs: cabeca secretora.



Figura5A-D. Testes histoquimicos de tricomas glandulares
peltados de O. gratissimum. A — Secrecao in hatura no espaco
subcuticular da cabeca do tricoma (seta). B — Reac&o positiva ao
Negro de Sudéo B. C — Reacéo positiva ao Vermelho Sudéao V. D
—Reacéo positiva ao Sulfato Azul de Nilo.
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