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RESUMO

O presente estudo teve o objetivo de inventariar, descrever e verificar a dinamica de
distribuicdo dos tricomas encontrados em folha e caule de Vitex agnus-castus L.
Para tanto, amostras da lamina foliolar e de entrends caulinares foram fixadas e
submetidas as técnicas histolégicas e de microscopia eletrdnica de varredura. O
diagndstico evidenciou a ocorréncia de oito tipos de tricomas, assim discriminados:
Tipo I: Tector em formato conoidal com 1-3 células. Tipo II: Tector filamentos com 2-
5 células, de extremidade afinalada que, em alguns casos, possui 10-12 células
basais expandidas formando um pedestal. Tipo Ill: Tector em formato de gancho
com 2-6 células. Tipo IV: Capitado com pedicelo conico constituido por 2-3 células e
cabeca glandular com 1-célula.Tipo V: Capitado com pedicelo reto constituido por 1-
2 células e cabeca glandular com 2-células sobrepostas. Tipo VI. Capitado com
pedicelo reto, constituido por 1-célula e cabeca glandular com 2-células dispostas
lado a lado. Tipo VII: Capitado com pedicelo reto, curto ou longo, constituido por 2-6
células, cabeca glandular com 1-célula que por vezes possui 1-célula basal. Tipo
VIII: Peltado séssil com cabeca glandular com 4-células. Os tricomas localizados em
folna e caule foram comuns a familia Lamiaceae, excetuando-se o tipo V. Os
tricomas peltados foram mais ocorrentes em folhas (limbo e peciolo) totalmente
expandidas, sem restricdes de regides. Porém, no caule a ocorréncia de peltados foi
mais intensa entre o primeiro e o quarto entrend, sendo, portanto essas regides as
mais indicadas para coleta de materiais usados medicinalmente.

PALAVRAS-CHAVE: capitado, MEV, peltado, tricoma glandular.

MORPHOLOGY, ANATOMY AND DISTRIBUTION OF TRICHOMES O N THE LEAF
AND STEM OF ROSEMARY (Vitex agnus-castus L., LAMIACEAE) OCCURRING
IN THE BRAZILIAN AMAZON

ABSTRACT
the present study aimed to inventory, describe and verify the dynamic of distribution
of the trichomes found in the leaf and stem of Vitex agnus-castus L. For both
samples the leaflet blade and stem internodes were fixed and subjected to technical
histological and electronic scanning microscopy. The diagnosis revealed the
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occurrence of eight types of trichomes, thereby discriminated: Type |: Tector conoidal
in shape with 1-3 cells. Type II: Filament tectors with 2-5 cells, with a narrow ending
that, in some cases, has 10-12 basal cells that expand, forming a pedestal. Type IlI:
Hook-shaped tectors with 2-6 cells. Type IV: capitate with conical pedicel consisting
of 2-3 cells and a glandular head with 1-cell.Tipo V: capitate with straight pedicel
consisting of 1-2 cells and glandular head with two overlapping cells. Type VI:
capitate with straight pedicel consisting of 1-cell and 2-head glandular cells arranged
side by side. Type VII: capitate with straight pedicel, short or long, consisting of 2-6
cells, glandular head with one cell which sometimes has one basal cell. Type VIII:
sessile peltate with glandular head with 4 cells. Trichomes located in the leaf and
stem were common to Lamiaceae family, except for the type V. Peltate trichomes
were more occurring in leaves (blades and petioles) fully expanded without regions
restrictions. However, in the stem the occurrence of peltate was more intense
between the first and fourth internode, therefore these regions being the most
suitable for the collection of materials used medicinally.

KEYWORDS: capitate, SEM, glandular trichome, peltate,

INTRODUCAO
A familia Lamiaceae possui distribuicAo cosmopolita, incluindo
aproximadamente 300 géneros e 7500 espécies. No Brasil ocorrem 28 géneros e
cerca de 350 espécies (SOUZA & LORENZI, 2008). No norte do pais, muitas
representantes sédo cultivadas com fins medicinais, entre as quais Vitex agnus
castus L., conhecida popularmente como Alecrim-planta, Alecrim-do-norte ou
Alecrim-d’angola (ALBUQUERQUE, 1997)

No Estado do Para, o vegetal € comercializado em mercados abertos como o
Ver-O-Peso e indicado para o uso em “banhos de cheiro" ou "banhos de S&o Joao"
em virtude de suas propriedades aromaticas (ALBUQUERQUE, 1997) Além disso,
possui eficacia comprovada no tratamento de distirbios do sistema reprodutor
feminino como a mastalgia e a sindrome pré-menstrual (ZAMANI et al., 2012; VAN
DIE et al., 2013).

Segundo dados de METCALFE & CHALK (1983), FAHN (1979) e RIVA et al.
(2014) nas Lamiaceae esses atributos aromaticos e medicinais estdo diretamente
relacionados aos tricomas glandulares peltados, pois séao eles os sitios de producao
de 6leos essenciais, sendo esta uma importante caracteristica taxonémica para a
familia.

Em V. agnus-castus, ZOGBHI et al. (1999) identificaram, além dos 6leos
essenciais (limoneno, cineol, pineno e sabineno), substancias como flavonoides,
iridoides, glicosideos e diterpenos. Porém, raros estudos enfatizam os aspectos
estruturais e morfoldgicos dos tricomas presentes (AZIMI et al., 2006), apesar de
serem bem referenciados na familia (METCALFE & CHALK, 1983).

Adicionalmente, além de serem usados para delimitar espécies, géneros ou
familias (METCALFE & CHALK, 1983), os tricomas podem servir de paramentos
para a utilizacdo ou ndo de certas partes vegetais, pois a maior densidade de
tricomas pode ser um indicativo de maior capacidade de producéo de 6leo essencial.
Sob esse raciocinio, regides com maior propor¢cao de tricomas peltados, seriam as
mais indicadas para serem usadas medicinalmente.

Nesse contexto, € proposta deste estudo, identificar, descrever, bem como
verificar a dinamica de distribuicdo dos tricomas presentes em folha e caule de Vitex
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agnus castus, como forma de proporcionar subsidios taxonémicos e
farmacognoticos para a espécie.

MATERIAL E METODOS

O material botanico foi coletado de individuos de Vitex agnus-castus, no
Campus de Pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), Coordenacédo de
Botanica, Belém, PA (1°27'5,69"S e 48°26'40,38'0) com exsicata depositada no
acervo do herbéario MG, sob o registro MG 201.783.

As amostras foram retiradas ao longo dos ramos vegetativos a partir do apice
caulinar até os nonos nos e entrenos. Para as analises anatdbmicas foram fixadas em
FNT (Formalina Neutra Tamponada) por 48 horas, mantidas a vacuo (LILLIE, 1965)
e conservadas em alcool 70%. Posteriormente foram cortadas em microtomo
automatico (modelo Leica® RM 2245), com cortes variando de 12-15um de
espessura. Em seguida, os cortes passaram por solucdo contendo agua destilada e
hipoclorito de sodio 1:1, para entdo serem coradas com safranina e azul de astra
(GERLACH, 1969) e montadas entre lamina e laminula em resina sintética. As
fotomicrografias foram obtidas por meio de camera fotogréafica digital Cannon Power
shopA640, acoplada ao microscopio de luz Zeiss de modelo Axiolab em diferentes
magnificacoes.

Para o estudo das superficies dos tricomas as amostras foram fixadas em
solucdo contendo Glutaraldeido 2,5% e Tampéao Fosfato a 0,1 M, deixadas overnight
em geladeira, e lavadas com solugéo tampao trés vezes, permanecendo uma hora
durante cada lavagem (BOZZOLA & RUSSEL, 1999). Logo apés, as amostras foram
submetidas & solucéo contendo Tetroxido de Osmio 1% e T. fosfato 0,1 M por duas
horas, conservado em geladeira (BOZZOLA & RUSSEL, 1991). Em seguida foram
desidratadas em série etilica crescente, secas pelo método de ponto critico de CO,,
montadas em suportes metalicos e metalizadas com ouro em camada de 20 nm de
espessura, por 150 segundos em corrente de 25 mA. As observagfes e
eletromicrografias foram realizadas em microscopio JEOL JSM 5000LV a 20 kV.

Os tricomas foram descritos com base nas terminologias usadas por
THEOBALD et al. (1979), ASCENCAO et al. (1995, 1999) e ASCENCAO & PAIS
(1998). Em virtude dos tricomas glandulares serem de elevada representatividade na
familia Lamiaceae, foram descritas a morfologia externa das fases de seu
desenvolvimento levando como caracter de observagao as suas fases de secregao.

RESULTADOS
Os tricomas presentes em Vitex agnus-castus sao tectores ou glandulares. Os
tectores sdo simples, uni ou pluricelulares, de superficie lisa, variando de 16,28 a
342 um de comprimento e, por vezes, apresentam células basais expandidas
formando um pedestal.

Os tricomas tectores descritos nesse estudo estdo organizados nos seguintes
tipos: Tipo I: Tector em formato conoidal com 1-3 células (Figuras 1A e 2A). Tipo Il
Tector filamentos com 2-5 células, com extremidade afinalada e, em alguns casos,
possuem 10-12 células basais expandidas formando um pedestal (Figura 1B). Tipo
[ll: Tector com 2-6 células em formato de gancho (Figura 1C).
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Os tricomas glandulares s&o pluricelulares capitados ou peltados. Os
capitados possuem pedicelos que chegam a até 231,1 um de comprimento, e
eventualmente apresentam células basais sustentando-os. Os peltados sao
desprovidos de pedicelo/séssil ou estes sdo muito curtos. Em vista frontal, a cabeca
glandular dos peltados mede, em média, 47,53 x 44,01 um.

Assim como os tectores, os tricomas glandulares estdo agrupados em tipos,
sendo eles: Tipo IV: Capitado com pedicelo conico constituido por 2-3 células e
cabeca glandular com 1-célula (Figuras 1D, 2A).Tipo V: Capitado com pedicelo reto
constituido por 1-2 células e cabeca glandular com 2-células sobrepostas (Figuras
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FIGURA 1: Eletromicrografia dos tipos de tricomas tectores e glandulares presentes em
superficie de folha e caule de Vitex agnus-castus L. A: Tipo I. B: Tipo II. C: Tipo lII.
D: Tipo IV. E: Tipo V. F: Tipo VI. G: Tipo VIl curto H: Tipo VIl longo. I: Tipo VIII

1E, 2B). Tipo VI: Capitado com pedicelo reto, constituido por 1-célula e cabeca
glandular com 2-células dispostas lado a lado (Figuras 1F, 2C). Tipo VII: Capitado
com pedicelo reto, curto ou longo, constituido por 2-6 células, cabeca glandular com
1-célula e por vezes apresentam 1l-célula basal (Figuras 1G, 1H, 2A). Tipo VIII:
Peltado séssil ou com pedicelo curto e cabeca glandular com 4-células (Figuras 11,
2D).
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FIGURA 2: Fotomicrografia das seccdes transversais dos tipos de
tricomas presentes em superficie de folha e caule de Vitex
agnus-castus L. A: Tipos | , IV e VII. B: Tipos V e VIIl. C:
Tipo VI. D: Tipo VIII em fase pré-secretor e secretor
caracterizado pela cuticula distendida.

Quanto as fases de secrecdo, de forma geral, a fase pré-secretora dos
capitados € caracterizada pelo aspecto pouco desenvolvido da(s) célula(s) da
cabeca glandular (Figura 3A) e fase secretora quando ha expansao destas,
caracterizando um aspecto turgido (Figura 3B) ocasionando uma distensao discreta
da cuticula em seu apice (Figura 3C). As caracteristicas de pds-secrecdo nao sao
foram visualizadas nos capitados.

Em relacdo aos peltados, a fase pré-secretora é caracterizada pela nitida
definicdo das células do tricoma (Figura 1l) enquanto sua fase secretora €
determinada pela distensdo pronunciada da cuticula (Figura 2D) ocasionada pela
acumulacao da secrecéo sintetizada, o que faz o tricoma perder a definicdo celular
(Figura 3D). Ja a fase de pos-secrecdo se da quando o material acumulado foi
expelido através do rompimento lateral da cuticula (Figura 3D).
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FIGURA 3: Eletromicrografia dos tipos de tricomas glandulares, em diferentes
fases de desenvolvimento, encontrados em superficie de folha e
caule de Vitex agnus-castus L. A-C: Tricomas Capitados. A: Fase
pré-secretora. B-C: Fase secretora D-E: Tricomas Peltados. D: Fase
secretora. E: Fase pés-secrecéo.

Os tricomas tectores e glandulares estéo distribuidos em ambas as faces
do foliolo, além do peciolo e caule. No limbo sdo mais frequentes os tectores,
predominando na face adaxial o tipo | (Figura 4A) e na face abaxial o tipo Il
(Figura 4B). Nessa ultima, a proporcdo de glandulares &, visualmente, superior a
primeira,

Em nervuras e peciolo sdo comuns os tectores do tipo Ill e as variacdes
de glandulares. Em peciolo retirado de folhas proximas ao apice caulinar, a
concentracdo de tectores é elevada, chegando a dificultar a visualizagdo dos
demais tipos (Figura 4C). Entretanto, essa concentracdo diminui a partir do
guarto né, quando j& h4 um amadurecimento peciolar. Desse ponto em diante, 0s
tectores diminuem e nota-se com clareza a presenca dos glandulares, sobretudo,
peltados (Figura 4D) e capitados dos tipos VII curtos (Figura 4E). Os capitados
IV, V, VI e VIl longos também séo visualizados, embora com maior raridade.
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No caule, até o quarto entrend, assim como ocorre no peciolo, ha uma alta
densidade de tectores dos tipos I, Il e lll, o que dificulta a completa visualizacao e
consequente descricao dos demais tricomas (Figura 5A). A partir do quinto entrend,
nota-se que os peltados estdo em maiores propor¢cdes que os capitados, (Figura
5B). E do sétimo entrend em diante, os tricomas tectores e glandulares vao
tornando-se cada vez mais escassos (Figuras 5C-E).

Apesar de serem visualizados em maior proporcao em regides mais jovens,
tricomas peltados em fase secretora foram mais recorrentes em amostras retiradas
de regibes um pouco mais amadurecidas como entre o terceiro e quinto ndé ou
entrend. J4 os capitados tiveram comportamento inverso, sendo mais comum
localizar capitados em fase secretora em regides jovens. Em areas mais lenhosas
como em caule, por exemplo, tricomas capitados quase néo foram visualizados

N ., :
FIGURA 4: Eletromicrografia das superficies foliares\d&ex agnus-castus L. A-B: Limbo. A:
Face adaxialB: Face abaxialC-E: Peciolo. C:3° N6.D: 4° N6.E: 9° N6.
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FIGURA 5: Eletromicrografia das superficies caulinares de Vitex agnus-castus L. A:
4° Entrend. B: 5° Entrend. C: 6° Entrend. D: 7° Entrend. E: 8° Entrend. F:
9° Entrend.

DISCUSSAO

Os tectores do tipo I, especificamente os unicelulares, mostraram-se bem
representativos e uniformes na face adaxial do foliolo, 0 que os levou a serem
utilizados como ferramenta para distinguir a regido. AZIMI et al., (1996) igualmente
mencionaram esses tricomas em Vitex agnus-castus, e, embora ndo tenham feito
referéncias a sua localizacdo, observou-se, através das imagens, que esses
predominavam na face adaxial.

Em contrapartida, os tectores do tipo Il foram abundantes na face abaxial,
sendo igualmente usados para distinguir a face. A quantidade expressiva e
consequente adensamento desses tectores na face abaxial dificultaram a
visualizacdo de suas bases. Pelo mesmo motivo, quando os tricomas possuiam
células basais nesta face, ndo havia espaco para estas se desenvolverem. Na face
adaxial, no entanto, eram totalmente expandidas. Tectores com células basais sdo
comumente relatados em Lamiaceae sendo mencionados por METCALFE & CHALK
(1983) para os géneros Galeopsis, Hedeoma, Lamium, Origanum e Stachys.
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Os tectores do tipo lll, caracterizados pelo aspecto curvo e em forma de
gancho, foram abundantes em nervuras, peciolo e entrendés de caules jovens.
Tricomas equivalentes destacaram-se em nervuras de Ocimum basilicum (FURLAN
et. al, 2012) e Ocimum gratissimum var. macrophyllum Brig. (ALVAREZ et al., 2013)

Em regides como peciolo e caules jovens, observou-se que os tectores do
tipo lll comportavam-se como protetores dos tricomas glandulares peltados, ja que
0os envolviam criando uma espécie de abrigo protetor. Em folhas, a superioridade
desses tectores na face abaxial em detrimento da adaxial, reforca essa funcéo
protetora, ja que os glandulares foram mais recorrentes na abaxial. Portanto, pode-
se inferir que em regides com maior ocorréncia de glandulares hid também grande
quantidade de tectores servindo de protecao.

Do tipo IV ao tipo VIII a classificacdo correspondeu aos tricomas glandulares,
sendo quatro tipos diferentes de capitados e um peltado. De forma geral, os
glandulares foram mais significativos em regides como nervuras, peciolo e entrenos
de caules jovens, quando comparadas ao limbo foliolar, sendo alguns tipos mais
recorrentes que outros.

Os capitados do tipo IV foram pouco visualizados e ndao foram muito comuns
em outros estudos de Lamiaceae. A diferenciagdo desses tricomas esteve
relacionada ao formato do pedicelo que foi se afunilando sutilmente em direcdo a
cabeca glandular.

Assim como os tipos 1V, os capitados do tipo V foram raros. Esses tipos foram
distinguindo pela cabeca glandular que apresentou duas células glandulares uma
sobreposta a outra. Referencias citando a ocorréncias desses tricomas s&o
igualmente escassas em Lamiaceae, sendo encontrados relatos apenas em AZIMI
et al. (2006) que os descreveram em Vitex negundo.

Os classificados do tipo VI também foram pouco visualizados e apresentaram
duas células glandulares dispostas lado a lado. Esses tipos tiveram mencdes em
outras espécies da familia como em Hyptidendron canum (FIUZA et al., 2010) e
Ocimum selloi (GONCALVES et al., 2010).

Ao contrario dos demais, os capitados tipo VII foram bem representativos.
Nestes, observou-se as variagcbes no comprimento dos pedicelos, ocasionadas
muito mais pelo tamanho das células que pelo nimero destas. Notou-se ainda que o
aspecto delgado do pedicelo foi diretamente proporcional ao seu tamanho.

As variacdes pedicelares ocorridas entre tricomas capitados séo frequentes
em Lamiaceae. Especificamente para o género Vitex, AZIMI et al.,, (2006)
confirmaram essas variacbes pedicelares em V. agnus-castus V. negundo e V.
pseudo-negundo, onde todos apresentaram uma a trés células de pedicelo curtas ou
alongadas. Os capitados tipo VII considerados curtos nesse estudo foram
equivalentes aos presentes em Hyptidendron canum (FIUZA et al., 2010), Ocimum
selloi (GONCALVES et al., 2010) e Pogostemon cablin (SANDES et al., 2012).
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A presenca de glandulares peltados em V. agnus-castus corrobora afirmacoes
de METCALFE & CHALK (1983) sobre o valor taxondmico desse tricoma para a
familia. Peltados com quatro células secretoras foram igualmente citados em
Hyptidendron canum (FIUZA et al., 2010), Mentha x gracilis (PEGORARO et al.,
2011) Origanum leptocladum (DINC et al., 2013), Lippia sidoides (GUIMARAES et
al., 2014). Em outras Lamiaceae esses mesmos tricomas foram descritos ocorrendo
em depressdes como em Ocimum selloi (GONCALVES et al., 2010).

Quanto as fases de secrecdo dos glandulares, nos peltados a distenséo
cuticular foi visivelmente mais pronunciada em relacdo aos capitados, e o
rompimento lateral da cuticula em Para FAHN (1988) a ruptura da cuticula € um
processo espontaneo, ocasionado pela pressédo do secretado.

CONCLUSAO

Os resultados alcancados demonstraram tricomas com semelhanga
morfolégica aos encontrados em outras espécies de Lamiaceae, 0 que pode
dificultar a diagnose da espécie apenas pelo uso dessas estruturas. No entanto, o
tipo V, caracterizado por células apicais glandulares sobrepostas, foi considerado o
mais raro, ndo somente em Vitex agnus-castus como em outras Lamiaceae, sendo
referenciado apenas na espécie Vitex negundo, o que pode abrir margens para
outros estudos que esclarecam se trata-se de um tricoma especifico do género.

O inventario de distribuicdo dos apéndices permitiu identificar as areas de
maior ocorréncia de tricomas glandulares peltados em fase secretora, sendo as
folhas totalmente expandidas, seus respectivos peciolos, e as regides caulinares
localizadas entre o primeiro e quarto entrend, as regides mais indicadas para serem
utilizadas em estudos histoldgicos, famacogndsticos e afins.
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