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Resumo: As espécies do género Cymbopogon pertencem a familia Poaceae e sdo de grande interesse medicinal,
aromatico e industrial. Devido apresentarem estruturas morfoldgicas semelhantes, muitas vezes sdo confundidas,
0 que pode acarretar na troca de matéria prima para fabricacéo de fitoterdpicos, falsificacdo de principios ativos e
até mesmo intoxicacGes graves. No entanto, uma forma de diferenciacdo das mesmas é atraves da comparacao
de suas estruturas morfolégicas, permitindo assim uma avaliagdo completa das estruturas anatdmicas de cada
planta. Com base nisso, o presente trabalho aborda a analise das estruturas morfolégicas foliares das epécies
Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus. Os tecidos foliares foram seccionados transversalmente,
clarificados, corados, observados e registradas em microscépio dptico com sistema de captagdo de imagens. Os
resultados evidenciam que o arranjo da nervura central, o tamanho dos estbmatos e 0 aspecto dos tricomas séo
fatores que distinguem as espécies estudadas. Embora essas diferengas mostrem-se como um importante carater
de valor taxondmico, ainda assim sdo muito sutis, o que dificulta a diferenciagcdo e impede que qualquer pessoa
leiga tenha a possibilidade de identifica-las.

Palavras-chave: Estruturas morfolégicas. Cymbopogon citratus. Cymbopogon winterianus. ldentificacdo
anatémica.

Abstract: Species of the genus Cymbopogon belong to the family Poaceae and are of great medicinal interest,
aromatic and industrial. Because they have similar morphological structures, they are often confused, which can
lead to the exchange of raw material for the manufacture of phytotherapics, falsification of active principles and
even serious poisoning. However, a way of differentiating them is by comparing their morphological structures,
allowing a complete evaluation of the anatomical structures of each plant. Based on this, the present work
approaches the analysis of the foliar morphological structures of the Cymbopogon citratus and Cymbopogon
winterianus. The leaf tissues were cross-sectioned, clarified, colored, observed and registered under an optical
microscope with system of capture of images. The results show that the arrangement of the central vein, the size
of the stomata and the evidence of the trichomes are factors that distinguish the studied species. Although these
differences appear as an important taxonomic value character, they are still very subtle, hampers differentiation
and prevents any lay person from being able to identify them.

Keywords: Morphological structures. Cymbopogon citratus. Cymbopogon winterianus. Anatomical
identification

15


mailto:cassia_sbn@hotmail.com
mailto:eloizataques@gmail.com

REVISTA MIRANTE, Anapolis (GO), v. 10, n. 5a, dez. 2017. ISSN 19814089

1. INTRODUCAO

O costume de usar plantas medicinais para se curar de alguma enfermidade € antigo,
sendo repassado de geracdo em geracdo, por isso, muitos estudiosos buscam informacoes
sobre seu cultivo, uso, composicgéo, efeitos adversos e colaterais, para que seu consumo seja
realizado mediante bases cientificas. Além disso, h4& uma grande procura pelas plantas
medicinais pelas industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias (CONCEICAO, 2009).

A comprovacdo dos efeitos terapéuticos de diversas espécies vegetais se deu a partir
de préticas realizadas pelo proprio homem, com base no uso, observagdo e avaliacdo dos
sintomas desencadeados. Esse procedimento de tentativa e erro possibilitou que as plantas
pudessem ser selecionadas e utilizadas em pesquisas cientificas que buscam encontrar quais
substancias desencadeiam o efeito observado, sendo estas chamadas de substancias bioativas
ou principio ativo (DI STASI, 1996).

Esses estudos demonstram importantes resultados, os quais tem validado o uso da
maior parte das espécies e possibilitado o desenvolvimento de muitos medicamentos, seja por
sintese em laboratério ou por isolamento na planta. Além da utilizacdo das plantas para
tratamentos terapéuticos, suas substancias também podem ser exploradas com o intuito de
produzir cosméticos e possiveis compostos com a¢do como agroquimicos (SOUZA, 2006).

A grande demanda por pesquisas na area de fitoterdpicos reflete o interesse na
utilizacdo de plantas para fins terapéuticos, pois estes produtos possuem uma boa
aceitabilidade no mercado farmacéutico, gerando um grande lucro pela comercializagéo de
fito medicamentos. Além disso, 0s estudos dessas plantas envolvem areas multidisciplinares
como, boténica, fito quimica farmacologia, biotecnologia entre outras, que enriqguecem 0
conhecimento sobre a flora brasileira (SOUZA, 2006; VICTORIO, 2011). Dentre as espécies
estudadas enquadram-se algumas da familia Poaceae, mesmo ndo sendo esta familia destaque
entre as espécies com potencial medicinal ((LORENZI & MATOS, 2003). Das espécies de
Poaceae ha destaque para as do género Cymbopogon. O género Cymbopogon possui
aproximadamente 120 espécies, sendo 56 aromaticas. Dentre as espécies consideradas
medicinais destacam-se Cymbopogon citratus L., popularmente conhecida como capim liméo,
e Cymbopogon winterianus Jowitt, também conhecida como citronela. S&o duas espécies
originarias das regides tropicais e subtropicais da Asia e Africa, obtendo boa adaptacéo na
regido Sul e Sudeste do Brasil. As plantas arométicas do género Cymbopogon possuem uma
imensa gama de principios ativos, sendo vastamente utilizadas nas inddstrias farmacéuticas,
alimenticias e quimicas (BARBOSA et al., 2007; GOMES et al., 2007).
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Cymbopogon citratus é a espécie mais estudada no género Cymbopogon. Conhecida
popularmente como capim limé&o, possui folhas longas e lanceoladas, de coloragéo verde
palida. Desenvolve-se bem em todo o Brasil, preferindo climas quentes, mas tolera geadas
leves e curtos periodos de estiagem. Apresenta na sua composi¢cdo quimica flavonoides,
alcaloides e triterpenos, que sdo compostos responsaveis pelas atividades farmacoldgicas
como: antiespasmodico de tecidos uterinos e intestinais, diaforético, antitérmico, diurético,
antialérgico e analgésico (SANTOS et al., 2009; GONZAGA et al., 2013).

O dleo essencial de capim-limao é abundantemente utilizado na industria e medicina,
sendo o citral o principal constituinte, o qual esta presente em 47% a 85% de sua composicao.
(BARBOSA, 2007). Possui propriedade anti-bacteriana contra organismos gram positivos e
negativos (ONAWUNMI et al., 1984) e anti-fungica contra Aspergillus niger (BARATTA et
al., 1998), Aspergillus fumigatus e Cladosporium trichoides (KISHORE et al., 1993) e
Didymella bryoniac (FIORI et al., 2000).

Cymbopogon winterianus € uma planta perene, a qual pode chegar até um metro de
altura, possui folhas planas e longas, com bordas cortantes e cor verde-clara. E largamente
cultivada nas regides tropicais do planeta. Possui propriedades aromaticas, sendo uma fonte
de 6leos essenciais. Estes estdo presentes em todas as folhas, representando uma porcao de
0,6% e 1% (AZEREDO et al., 2007), das quais sdo extraidos e entdo utilizados na producéo
de perfumes, cosméticos e nas indudstrias farmacéuticas.

Segundo Quintas-Janior et al. (2008) o 6leo essencial de Citronela é rico em geraniol
(40%), citronelal (27,44%), citronelol (10,45%) e geraniale (8,05%). Esses 6leos essenciais
representam 85,94% de todo 6leo essencial presente na planta responsaveis pela atividade
depressora do sistema nervoso central além de possuirem propriedades antifungicas. Os
14,06% restantes ndo tem esse tipo de atividade ou ndo foram estudados (OLIVEIRA et al.,
2013). Em razdo disso, o0 Cymbopogon winterianus vem tomando espaco no mercado interno
e devido a grande procura por seu 6leo essencial, também toma lugar na exportacdo (ROCHA
et al., 2000).

Externamente as duas espécies sdo muito semelhantes pois pertencem ao mesmo
género e familia, no entanto, acredita-se que possuam caracteres anatbmicos que as
distinguem, pois além de outros fatores ha a influéncia das condi¢cbes ambientais de onde
estdo inseridas e de suas caracteristicas genéticas (LORENZI & MATQOS, 2003; BARBOSA,
2011). Contudo, é possivel identificar essas diferencas pelo método de comparagdo

anatdmica, que busca a obtengdo de dados que possam contribuir para o conhecimento da
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espécie e consequentemente para a seguranca em sua utilizacdo (CARPANO et al., 2009;
GOMES et al., 2009).

Apesar da existéncia de muitas pesquisas para obtencdo de medicamentos
fitoterapicos, ha ainda muitas espécies sendo usadas empiricamente e que necessitam serem
estudadas, pois o Brasil possui uma enorme biodiversidade e muitas vezes devido a
semelhanga morfoldgica entre as espécies, acaba ocorrendo uma troca entre as plantas, o que
pode acarretar na falsificacdo de matéria prima de produtos e até mesmo intoxicacdes graves.
Uma forma de solucionar esse problema é através da caracterizagcdo anatdmica, 0 que evita a
identificacdo equivocada das espécies e até mesmo a falsificacdo de matéria prima para
elaboracdo de fitoterapicos, através do controle de qualidade (SOARES, 2012).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo analisar as estruturas anatdbmicas
das folhas de Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus, a fim de verificar a existéncia
de diferencas anatbmicas e buscar a presenca de caracteres anatbmicos Uteis para a
identificacdo destas espécies.

2. MATERIAL E METODOS

As andlises anatdbmicas foliares das espécies Cymbopogon citratus e
Cymbopogon winterianus foram realizadas no Laboratério de Microscopia do Instituto
Federal do Parana - Campus Palmas, em Palmas — Parana, no ano de 2017.

Os materiais vegetais foram coletados no Jardim de Plantas Medicinais da
instituicdo, o qual situa-se ao extremo sul do Estado do Parana, em uma altitude média de
1.160 metros, caracterizando-se por seu inverno frio e chuvoso. As plantas foram cultivadas
em solo argiloso sem nenhum tipo de correcdo e apenas adubagdo organica, por se tratar de
uma colecdo de plantas da Instituicdo para manutencdo de espécies medicinais. As plantas
foram identificadas previamente com auxilio de material bibliografico.

Selecionaram-se apenas as folhas completamente expandidas de plantas adultas,
totalizando trés amostras de cada espécie, as quais foram posteriormente levadas ao
laboratorio para as andlises. As folhas coletadas frescas foram lavadas para eliminacdo de
sujidades e seccionadas manualmente, com o uso de uma lamina de acgo inoxidavel nova, no
sentido transversal, sendo os cortes efetuados nas regides apicais (um centimetro abaixo do
apice da folha), mediana (meio da folha) e basais (um centimetro acima da base da folha) das
laminas foliares. Apds a elaboracdo dos cortes, foram selecionados os melhores cortes,

utilizando como critério para selecdo aqueles que apresentavam maior superficie,
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quantitativamente e qualitativamente, bem como possuiam menor espessura, permitindo
melhor visualizagcdo posterior. Realizou-se a diafanizagdo, utilizado uma solugéo de
hipoclorito a 2 % para clarificar o tecido vegetal e facilitar a visualizacdo das suas estruturas.
Em seguida, os cortes foram neutralizados em agua destilada e entdo submetidos a diferentes
corantes, sendo estes: Safranina + Azul de Astra, Floroglucina e Cloreto Férrico. O corante de
fases safranina + azul de astra permite a coloracdo de estruturas com diferentes cores
(OLIVEIRA et al, 2009). Floroglucina e Cloreto férrico sdo corantes que reagem com
compostos quimicos presentes nas estruturas vegetais através de reacdes histoquimicas
(OLIVEIRA et al, 2009). Para os dois Ultimos reagentes, os cortes ndo foram clarificados,
pois, o hipoclorito pode eliminar os compostos alvo dos mesmos, influenciando na coloragéo
final, resultante da reacdo deste com os compostos celulares.

Apds corados, os cortes histoldgicos foram dispostos entre 1aminas e laminulas com
agua destilada, e estes entdo foram analisados em microscopio Optico, para visualizacdo e
descricdo das estruturas anatomicas (PAIVA et al., 2006).

Para identificacdo e andlise dos estdmatos das espécies estudadas seguiu-se a
metodologia descrita por Segato et al. (2004). Dessa forma, foram confeccionadas laminas
com impressOes da superficie foliar, sendo retiradas através de aderéncia da epiderme foliar
em lamina de vidro, utilizando uma gota de cola adesiva de secagem rapida a base de éster de
cianoacrilato e coletadas na regido da nervura principal de ambas as superficies da folha.

Apbs a confeccdo de todas as laminas, os melhores cortes foram registrados
digitalmente por meio de um sistema de captacdo de imagens acoplado a um microscopio
Optico comum de marca Bioval, modelo L2000 A.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar em ambas as espécies (C. citratus e C. winterianus) a presenca de
células epidérmicas retangulares com paredes delgadas, além de células buliformes na face
adaxial na regido do apice foliar. Bainha do feixe circundando os feixes vasculares colaterais,
parénquima indefinido como tecido de preenchimento, mesofilo homogéneo composto de
células colenquimaticas agrupadas que podem partir da superficie abaxial ou ser interrompida
por células que formam o mesofilo.

Na familia Poaceae € comum a presenca de células parenquiméticas maiores, ou
células buliformes, as quais ocorrem na epiderme da face adaxial. As células buliformes séo

maiores que as demais e possuem parede celular estreita e vacuolos grandes que possuem a
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fungdo de enrolamento ou desenrolamento das folhas maduras, de acordo com o estado
hidrico de perda ou de ganho (LORENZETT], 2009).

Assim como observado por Conforto e Andreoli (2003) em C. citratus os estdbmatos
sdo distribuidos linearmente em faixas ao longo das nervuras, sendo mais abundantes na
epiderme da face abaxial, alem de se apresentarem em formato de halteres, caracterizando-se
como folha anfiestomatica, o que é caracteristico das gramineas.

Os cortes submetidos ao corante de fases Safranina + Azul de Astra, indicam em
vermelho a presenca de tecidos que contém lignina e em azul os demais tecidos. (figura 1-A,
figura 2-A, figura 2-B e figura 2-C).

Os cortes histologicos submetidos ao corante floroglucina, indicam a presenca de
lignina nos quais nota-se a coloracdo vermelho alaranjada em determinadas areas, sempre
proximas aos feixes, devido a presenca de fibras esclerenquimaticas em ambas espécies
(Figura 2). Ja os tecidos de coloracdo escura indicam a presenca de taninos, quando corados
com Cloreto Feérrico.

Diante dos cortes elaborados, observou-se a presenca de compostos contendo taninos
em ambas espécies, ndo podendo este também ser um indicador bioquimico para
diferenciacdo das mesmas.

Trabalho semelhante realizado com espécies de menta demonstraram que as
diferencas sdo pequenas entre as espécies, sendo necessarios varios testes com diferentes
corantes para que esses detalhes possam ser percebidos e diferenciados (CONCEICAO,
2009).

Em ambas as espécies estudadas, observou-se uma maior intensidade na coloracdo
dos cortes da regido da base foliar (figura 2 - E) em relacéo ao apice (figura 2 — F), coloracgéo
essa que destaca a presenca de taninos e de lignina (evidenciada pelos reagentes empregados),
0S quais sao compostos que tendem a estar em maior concentracao na regido basal e decrescer
da regido mediana ao apice foliar, por se tratar de regido meristematica, em intensa divisdo
(APPEZZATO-DA-GLORIA & CARMELO-GUERREIRO, 2003).

Estruturas de ferrugem causada pelo patégeno Puccinia nakanishikii, bem como as
lesbes na forma de pustulas promovidas pela infeccdo do fungo, foram observadas
excepcionalmente ao longo das laminas foliares de C. citratus (figura 1 - E). Nos cortes de C.
wintterianus ndo foi registrada a presenca de lesdes do fungo. E possivel que isso se deva ao
fato de que a citronela é uma planta que apresenta em seu Oleo essencial, compostos que

atuam como inibidores de fungos patogénicos. Trabalhos de Duarte et al. (2005) e Mendonca
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et al. (2005) ja demonstram que o 6leo essencial de citronela vem sendo amplamente utilizado
como larvicida, repelente de insetos, antisséptico e antifungico.

Por outro lado, no capim limdo, as estruturas fangicas de Puccinia nakanishikii
desenvolveram-se normalmente, assim como ja registrado por LORENZETTI (2009), pois
embora seu 6leo essencial possua o constituinte citral, o qual demonstra efeito anti-flngico,
esse ndo possui efeito sob o patégeno P. nakanishikii, que acomete a planta.

Outro fator de diferenciacdo observado foi a maior evidéncia dos tricomas nos cortes
histoquimicos de C. winterianus (figura 2 - E), em comparacao aos de C. citratus, 0s quais
aparecem mais sutilmente (figura 1 — B).

O tamanho de estdmatos também € uma forma de distingdo das espécies
(APPEZZATO-DA-GLORIA & CARMELO-GUERREIRO, 2003), uma vez que nas laminas
de impressdes da epiderme de C. citratus pode-se visualizar estdbmatos maiores (figura 1 - D)

do que os registrados nas laminas de C. winterianus.

Figura 1. Secg¢des transversais da folha de Capim limdo (Cymbopogon citratus). A: Disposicdo dos feixes
vasculares (base foliar, corante safranina + azul de astra, aumento 4x). B: Feixe vascular central de 12 ordem e
extensdo de bainha parenquimatica (regido mediana foliar, corante floroglucina, aumento 10x). C: Feixes
vasculares e epiderme, presenca de taninos (corante cloreto férrico — aumento 4x) D: Estdmatos (impressdo da
epiderme, face abaxial — aumento 10x). E: Evidéncia de ferrugem (impressdo da epiderme, face abaxial —
aumento 10x). F: Estruturas do patdgeno sobre a face abaxial (aumento 10x).

Fonte: Autores (2017).
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Figura 2. Seccdes transversais da folha de Citronela (Cymbopogon winterianus). A: Regido da nervura central,
com destaque para as células buliformes e feixes de 12, 22 e 3? ordens (base foliar, corante safranina + azul de
astra — aumento 4x). B: Bordo foliar , feixes vasculares, células buliformes (base foliar, corante safranina + azul
de astra — aumento 4x). C: Feixe vascular, lignina, parénquima, sistema vascular (base foliar, corante safranina +
azul de astra — aumento 10x). D: Distribuicdo dos estbmatos (impressdo da epiderme, face abaxial - Aumento
10x). E: Detalhes da evidéncia de tricromas, células com coloracgdo de taninos e lignina mais intensa (base foliar,
corante floroglucina - aumento 10x). F: Coloragdo sutil de lignina e taninos (apice foliar, corante floroglucina -
aumento 10x).

Fonte: Autores (2017).

4. CONCLUSAO

Apenas trés corantes foram utilizados para a realizacdo dos testes, sendo assim, essa
pratica ndo se mostrou eficiente na diferenciacdo das espécies estudadas, sendo necessario a
utilizacdo de um maior nimero de corantes para obtencdo de maiores resultados.

O tamanho dos estdmatos e o aspecto dos tricomas sdo fatores que distinguem
Cymbopogon citratus de Cymbopogon winterianus. Portanto, a analise anatémica foliar € uma
ferramenta eficiente para a distin¢éo e identificacdo das espécies estudadas, pois constitui a
identidade de cada material e evidencia uma série de caracteristicas de suma importancia,
permitindo assim um aprofundamento nas pesquisas e conhecimento da espécie desejada.

Embora essas diferencas mostrem-se como um importante cardter de valor
taxondmico, ainda assim sdo muito sutis, o que dificulta a diferenciacdo e impede que

qualquer pessoa leiga tenha a possibilidade de identifica-las.
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