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Resumo: Devido ao interesse dos alunos de Ciéncias Biologicas pelas plantas de uso
medicinal, este trabalho objetivou obter informagdes sobre alguns aspectos da anatomia
foliar, trocas gasosas e balanco hidrico das plantas popularmente conhecidas como pata-
de-vaca, canela e capim-limao. Os resultados obtidos mostraram que a canela apresenta
maior densidade estomatica e maior espessura de limbo foliar que as demais; a pata-de-
vaca apresenta folha anfiestomatica e dupla paligada, e o capim-limao, raros estomatos
na face superior da folha. Os maiores valores de taxa fotossintética foram verificados
para o capim-limdo, que apresentou também a maior eficiéncia no uso da agua e
menores valores de potencial osmoético. Correlagdes significativas entre condutincia
estomatica e transpiracdo foram verificadas para a canela e a pata-de-vaca; entre a
condutancia e a fotossintese, apenas para a pata-de-vaca. A obten¢do destes dados
mostra que, além dos tradicionais estudos com principios ativos, dados basicos sobre
sua biologia trazem importante contribuicio para o melhor conhecimento dessas
plantas.
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1. Introducao

Plantas de interesse medicinal sempre foram foco de atengdo para os estudantes
de Ciéncias Bioldgicas. Assim, por iniciativa de docentes do Departamento de Boténica
da UNESP- Sao José do Rio Preto, foi instalado um horto com cerca de 40 espécimes,
cujo uso medicinal ¢ reconhecido cientificamente ou apenas de modo popular. Entre
elas constam exemplares do género Bauhinia forficata (Fabaceae), Cinnamomum
zeylanicum (Lauraceae) e Cymbopogon citratus (Poaceae), conhecidas popularmente
como pata-de-vaca, canela e capim-limao, respectivamente.

Em revisdo bibliografica, pode-se encontrar varias referéncias ao uso dessas
plantas, incluindo suas espécies. Estudos realizados por Silva et al. (2000), com B.
forficata verificaram a existéncia de substancia com principio ativo (kampferitina)
apenas nas folhas, com uma comprovada agdo fitoterapéutica sobre a diabete. Carvalho
et al. (1999) verificaram que B. guianensis tem acao efetiva, em ratos, como analgésico
e antiinflamatdrio, tendo sido identificados trés grupos de substancias ativas.

Estudos de Joy et al. (1998), com Cinnamomum verum, identificaram a presenca
do principio ativo Eugenol, apenas nas folhas. Yadav et al. (1999) mostraram atividade
de Cinnamomum tamala contra fungos causadores de dermatomicoses (Microsporum
andouinii ¢ Trichophyton mentagrophytes). Mastura et al. (1999) realizaram estudos
com 11 espécies de Cinnamomum, e verificaram que nem todas foram capazes de inibir
o desenvolvimento de fungos; contudo, C. suavebenium mostrou-se a mais efetiva para
um largo espectro de microorganismos alvo. Kong et al. (2000) verificaram que C.
cassia mostrou eficacia no tratamento da gota, possivelmente devido ao efeito inibitorio
da xantina oxidase.

Extratos de Cymbopogon citratus obtidos em estudos realizados por Misra et al.
(1999) mostraram acao efetiva, tanto in vivo (extrato quente ou frio) e in vitro (extrato



quente), na redugdo da germinagdo de esporos fingicos e no crescimento radial (in vivo)
de Colletotrichum, causador da antracnose, indicando que poderia ser usado como fonte
para um pesticida vegetal, que controlaria em campo varias doengas causadas por
aquele patégeno (como no feijdo fradinho, por exemplo).

No entanto, estas linhas de pesquisa, muitas vezes, sao bastante distanciadas das
desenvolvidas dentro das Ciéncias Biologicas. Assim, a proposta do presente estudo foi
unir estudos anatémicos e fisiologicos, que sao duas areas afins, para obter informagdes
basicas sobre o comportamento destas plantas, bem como examinar as possiveis inter-
relagdes entre esses dois aspectos, para cada uma delas.

2. Material e Métodos

Foram utilizadas plantas de Bauhinia forficata (Fabaceae) e Cinnamomum
zeylanicum (Lauraceae), ambas de porte arboreo, e Cymbopogon citratus (Poaceae), de
porte herbaceo. Essas plantas sio cultivadas em condi¢des de campo, na Area
Experimental do Departamento de Zoologia e Botanica, no cdmpus da UNESP de Sao
José do Rio Preto, SP.

Os estudos de anatomia foliar compreenderam o preparo de laminas
semipermanentes com contraste especifico, através da realiza¢do de cortes transversais
manuais, realizados com lamina de aco inoxidavel. Os cortes foram colocados em
solucdo de hipoclorito comercial 20% durante 20 minutos para o clareamento, € em
seguida lavados com dgua destilada. Seguiram-se duas coloragdes, uma com verde-iodo
1% durante 2 minutos, para corar a lignina, ¢ a segunda com vermelho-congo 1%
durante 2 minutos, para corar a celulose. Os cortes foram depois lavados em 4gua,
enxutos com lengos de papel, e montados sobre laminas com uma base de gelatina
glicerinada, recobertas por laminula e lutadas com esmalte incolor, permanecendo em
geladeira, acondicionadas horizontalmente.

Foram também preparadas ladminas da epiderme foliar, sendo inicialmente
realizado um teste com pelicula de esmalte, para confirmagao da presenca de estdmatos
em uma ou ambas as faces da folha. Depois de coletadas, as folhas de pata-de-vaca
tiveram os bordos foliares e as nervuras mais proeminentes removidas com tesoura,
sendo utilizado o material foliar entre as nervuras; para a canela, houve o corte dos
bordos foliares e o seccionamento da folha em trés partes (apical, mediana e basal); para
o capim-limdo, houve a remo¢do do &pice e bordos foliares, e utilizado o primeiro
segmento de 4 cm de comprimento. A seguir, o material foi colocado separadamente em
recipientes fundos contendo solugdo de Jeffrey (mistura de &cido cromico e acido
nitrico, ambos a 10%, misturados em igual propor¢do), at¢ o despregamento das
epidermes. Com auxilio de um pincel, estas foram removidas, lavadas e coradas com
solugdo hidroalcodlica de safranina 1% durante 20 segundos, sendo retirado o excesso
de corante com 4gua destilada; o material foi montado sobre ldmina com uma camada
de gelatina glicerinada, recobertas por laminula e lutadas com esmalte incolor,
permanecendo em geladeira, acondicionados horizontalmente.

As laminas dos cortes transversais foram analisadas em microscopio Zeiss, no
aumento de 16 vezes, sendo realizadas duas medidas em cada corte (em regido distante
das nervuras), da espessura do limbo foliar (excluindo a cuticula), num total de 34
observacgdes para cada planta.

As laminas epidérmicas foram analisadas em microscopio Jenaval com camara
clara, no aumento de 40 vezes, sendo realizadas duas contagens por lamina, totalizando
26 contagens (no caso da canela, 26 em cada segmento foliar). Os valores foram
convertidos para densidade estomatica/mm? de area foliar.



No periodo tmido de 2002, foram realizadas mensuragdes das trocas gasosas,
com uso de equipamento portatil da firma ADC-Bioscientific, UK, modelo LCA 4,
sendo determinados a taxa fotossintética (A, em pmol m™s™), taxa de transpiragio (E,
em mmol m?s™), grau de condutancia estomadtica (gs, em mol m?s") e concentracio de
gas carbdnico na ciAmara subestomatica (CiCO,, em pmol m™ s@), bem como
parametros ambientais, como a temperatura e umidade relativa, e radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR, em pmol m?s™). A eficiéncia do uso da agua (EUA)
foi determinada pela relagdo entre os valores de A/E, segundo Bierhuizen e Slatyer,
1965, apud Kramer e Boyer, 1995. As medidas foram obtidas em dias claros, no horério
entre 9 e 10 horas (considerado como o periodo ideal por varios autores, visto que a
radiag¢do fotossinteticamente ativa € alta, mas a demanda transpiratdria ndo ¢ maxima,
conforme Toler da Silva apud Coutinho e Conforto, 2001).

Os valores do potencial osmético foliar foram obtidos com uso do higrometro
Wescor, modelo HR-33 T, coletando-se amostras foliares que foram previamente
congeladas (em freezer a —80 °C), descongeladas e submetidas ao extrator de seiva LP
27, sendo o suco coletado em papel de filtro SS 033, levado a camara de amostragem C-
52, para leitura. Os valores, obtidos em pvolt, foram convertidos em MPa de acordo
com a curva de calibragdo da camara a 20 °C (determinada experimentalmente),
temperatura em que foram realizadas todas as leituras (5 repeti¢des por planta).

Os parametros fisiologicos foram comparados aos de anatomia, para
investigacdo de possiveis correlagdes, utilizando-se como referéncias as andlises
realizadas por Medri (1980) e Machado e Lagoa (1994), com os métodos estatisticos
propostos por Pimentel Gomes (1987). Para as analises, foram utilizados os softwares
Microcal Origin, versdo 3.5, e Minitab 10.1.

3. Resultados e Discussao
3.1. Anatomia Foliar
Os resultados obtidos quanto a densidade estomatica e espessura do limbo foliar

sdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1: Valores médios, desvio-padrao (entre paréntesis), e teste F para a densidade
estomatica e espessura do limbo foliar para as trés espécies.

Caracter/Planta  Bauhinia forficata ~ Cinnamomum Cymbopogon Teste F

zeylanicum citratus (linha)
Numero Estomatico (densidade/mm®)

Face superior 144,14 (24,89) Ausente Raros

Face inferior 293,90 (31,10) 281,08 (30,53) 1,20 ns

Apice 450,50 (70,8) b

Meio 545,70 (62,0) a

Base 503,20 (49,0) ab

Teste F (coluna) 199,99 * 318,86 *

Espessura do Limbo Foliar (mm)

125,29 (14,78) b 167,94 (14,15)a  132,65(32,51)b 17,80 *

* médias estatitisticamente diferentes com 95% de confianga



A importancia das caracteristicas da epiderme foliar para Bauhinia sp tem sido
relatada por Idu et al. (2000), cujos estudos indicam valor sistematico do niimero
estomatico, estrutura e desenvolvimento, visto que sao relatadas cerca de 300 espécies,
e conforme Bandyopadhyay (2000), existem véarios problemas com a identificagdo
correta do género. Uma importante contribuicdo do presente estudo foi a constatacao da
presenga de estomatos na face superior de B. forficata, enquanto que as 10 espécies
estudas por Idu et al. (2000) foram descritas como anfiestomaticas.

Devido a importancia do estudo das caracteristicas da epiderme foliar de
Cinnamomum, para fins de taxonomia, farmacognosia e filogenética, e a dificuldade de
remocao da sua epiderme, de modo manual, por serem folhas coridceas, Baruah e Nath
(1999) propdem um método para facilitar sua remog¢do; no presente estudo, algumas
epidermes foram obtidas, além do uso da solu¢do de Jeffrey, também por cortes
paradérmicos com lamina de ago inoxidavel. A existéncia da diferenga na densidade
estomatica entre as regides da folha de canela (comprovada pelo Teste F dos valores
mostrados na coluna) foi importante para definir o melhor local para obten¢do das
medidas de trocas gasosas, visto que a drea de contato entre o aparelho e a folha ¢ de
apenas 6,25 cm’, e deve ser preferencialmente posicionado no local de maior densidade
estomatica (Coutinho e Conforto, 2001). Observou-se também que a canela apresenta
maior densidade estomatica que a pata-de-vaca e o capim-limao, os quais nao diferiram
entre si quando € considerada a face inferior da folha (conforme Teste F na linha).

Para Cymbopogon ndo foram encontradas referéncias sobre estudos epidérmicos;
contudo, a ocorréncia de raros estdmatos na face superior também merece ser destacada.

A espessura do limbo foliar mostrou diferenca significativa em favor da canela
(conforme Teste F na linha), que apresenta folha bastante coriacea. Na pata-de-vaca,
destaca-se a presenga de um parénquima pali¢adico com duas camadas, caracteristica
anatdmica pouco comum.

3.2. Trocas Gasosas e Potencial Osmotico
Os valores obtidos para as trocas gasosas e potencial osmotico sdo mostrados na
tabela 2.

Tabela 2: Valores médios, desvio-padrdo (entre paréntesis) e analise de variancia para a
taxa fotossintética (A), taxa de transpirag¢do (E), condutincia estomatica (gs),
concentragdo de gas carbonico na camara subestomatica (CiCO;) e potencial osmotico
(m), e valores médios da eficiéncia do uso da agua (A/E e A/ CiCO, ).

Caracter Bauhinia Cinnamomum Cymbopogon Teste F
forficata zeylanicum citratus (linhas)

A 12,57 (1,94) b 10,61 (1,32) ¢ 17,26 (2,68) a 46,96 *

E 4,62 (0,75) a 3,44 (0,28) b 3,49 (0,58) b 22,67 *

Gs 0,139 (0,026) b 0,114 (0,019) be 0,159 (0,064) ab 5,02 **

CiCO, 167,27 (32,58) ab 166,60 (28,35) ab 130,35 (37,81) b~ 5,28 **

A/E 2,72 3,08 4,94

A/CiCO, 0,075 0,064 0,132

T -0,958 (0,0062) a -1,106 (0,031) b -1,318 (0,043) ¢ 78,81 *

* significativo com 95% de confianca
** significativo com 90% de confianga

Estudos das respostas fisiologicas em funcdo da variagdo do estadio fisiologico,
da espécie e de cada fator ambiental, t€ém sido feitos com sucesso em laboratdrio. Tais



estudos tém indicados que a luz, disponibilidade hidrica do solo e a umidade relativa
sdo os principais fatores ambientais que afetam o comportamento estomatico; no
entanto, sob condic¢oes naturais, devido a variacao de varios fatores ambientais de modo
simultdneo, a avaliagdo dos mecanismos de regulacdo das trocas gasosas ¢ mais
complexa (Schulze e Hall, 1982, apud Machado e Lagoa, 1994), mas tais estudos sao
fundamentais para a compreensdo dos processos adaptativos das espécies. Segundo
Larcher (1994), os padrdes de comportamento de uma planta, fixados geneticamente,
incluem nao somente as reagdes imediatas em fung¢do das mudangas dos fatores
externos, mas especialmente a extensdo de sua capacidade de adaptagdo as condigdes
predominantes no ambiente, e até mesmo as situagdes de estresse, sendo que uma
grande aptiddo para a adaptagdo aumenta a eficiéncia do trabalho metabolico e o
assegura por um periodo mais longo sob diferentes circunstancias. No presente estudo,
estando todas as plantas sujeitas as mesmas condi¢des edafo-climaticas, as diferencas
nas respostas, estatisticamente comprovadas pelo Teste F realizado entre as espécies
(nas linhas), sdo decorrentes da heranga genética de cada uma delas.

Com relagdo aos valores da taxa fotossintética, para comparagdo com oS
resultados aqui obtidos, podemos utilizar os estudos de Misra e Srivastava (1991), que
verificaram que Cymbopogon citratus, quando tratado com estimulador de crescimento,
demonstrou aumento na taxa fotossintética e de transpiracdo, e isso se relacionou
positivamente com a producdo de 6leos essenciais. Estudos com Bauhinia purpurea
(Joshi, 1995) ndo verificaram redugdo da eficiéncia fotoquimica do PS II durante
periodos de alta irradiidncia, nas folhas de sol, indicando que estas ndo sofreram
saturacdo luminica. O mesmo efeito foi verificado por Orther et al (1996) para B.
esculenta, em casa de vegetacdo, onde foi observado que ndo houve saturagdo luminica
até 1200 pmol m™ s”'. Para Bauhinia multinervea, Fernandéz et al (1998) verificaram
taxas de fotossintese entre 7, 5 e 13,4 umol m™2 s, sob alta e baixa radiagdo (neste
estudo, ao redor de 900 pmol m™ s™); os valores sdo bastante proximos aos obtidos
neste estudo, sob condi¢des de plena irradiancia.

Para Cinnamomum camphora, Diana et al. (1997) mostraram que as plantas
desenvolveram-se melhor sob alta irradidncia, e que a baixa irradidncia causou
decréscimo no numero de ramificacdes, didmetro do caule e comprimento da raiz, bem
como menor area foliar especifica. Contudo, o aumento da radiacdo pode levar a uma
saturacdo luminica, conforme observado por Vincent (2001), para Cinnamomum
porrectum, cuja taxa fotossintética variou entre 6,1 e 13,9 pmol m’ s'l, sob baixa e alta
radiagdo, respectivamente. Miyazawa et al (1998) também verificaram que Cinamomum
Jjaponicum atinge saturacdo luminica, e valores maximos de fotossintese em torno de 8
pumol m™s™ ; assim, os valores obtidos no presente estudo encontram-se dentro da faixa
relatada por outros autores.

As respostas das taxas de transpiragdo e fotossintética, em razdo da condutancia
estomadtica, foram examinadas através de andlise de regressdo. Para a transpiragdo, a
regressao linear ajustou-se com significancia para canela (y= 1,703 + 14,83 x) e para a
pata-de-vaca (y= 2,134 + 18,499 x), mas nao para o capim-limao. O menor coeficiente
angular (b) para canela significa que haveria menor taxa de transpiragdo para um
mesmo grau de abertura estomadtica que para pata-de-vaca, e este € um comportamento
importante de prevenc¢do a seca (Rocha Neto et al., 1983). Tal caracteristica pode ser
reforgada pelo proprio aspecto coriaceo da folha da canela.

Nao houve correlagdo entre densidade estomatica e taxa de transpiracdo, mas
este fato estd de acordo com Gomes e Kozlowski (1988), para os quais a eficiéncia na
transpiragdo relaciona-se ndo apenas com a densidade estomatica, mas também com a
capacidade regulatéria destes poros, nem sempre havendo correspondéncia entre ambos.



A resposta da fotossintese em razdo da condutancia estomatica foi ajustada com
significancia por uma regressao linear apenas para a pata-de-vaca (r= 0,441).

Os valores médios indicaram maior taxa fotossintética para o capim-limao, que
apresentou também maior eficiéncia do uso da agua, o que compensou 0s menores
valores de potencial osmotico medidos nestas plantas. Do mesmo modo, a pata-de-vaca,
que apresentou maior potencial osmoético, mostrou também a menor eficiéncia do uso da
agua, a qual foi calculada de duas maneiras: através da relacdo o numero de moles de
CO, assimilados para cada mol de 4gua perdida por transpiragdo (Kramer e Boyer,
1995) e através da relagdo entre o numero de moles de CO, fixados com relagdo ao
contetdo deste gas na cdmara subestomatica (Osmond, 1982, apud Larcher 1994). Altos
valores de eficiéncia no uso da 4agua, como verificados para Cymbopogon, sao
particularmente importantes em situagdes de deficiéncia hidrica, que causam
fechamento parcial do estomato.

Contudo, os menores valores de potencial osmoético para capim-limdo nao
devem isoladamente ser considerados como um carater adaptativo, pois Misra et al
(1999), em estudos com 5 espécies de Cymbopogon mostraram que nem todas foram
resistentes ao estresse hidrico, havendo uma perda do vigor entre 21,1 e 42,7%, ¢ no
perfilhamento, entre 10,5 e 51,2%. Apesar disso, estudos de Singh (1999) mostraram
que caracteristicas de importancia farmacolédgica poderiam ser preservadas mesmo sob
estresse, pois em Cymbopogon flexuosus, experimentos com trés niveis diferentes de
irrigagdo mostraram que o conteiido dos 6leos essenciais nao foi alterado.

4. Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram identificar caracteristicas
anatomicas ndo descritas em literatura recente, e¢ também verificar importantes
correlacdes entre trocas gasosas, potencial osmoético e eficiéncia do uso da 4gua,
especialmente para o capim-limao.
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