Research, Society and Development, v. 11, n. 1, €17111124722, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i1.24722

Analise estomética em folhas de Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae)
Stomatal analysis in leaves of Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae)

Analisis estomatico de hojas de Siparuna guianensis Aubl. (Siparunaceae)

Recebido: 13/12/2021 | Revisado: 17/12/2021 | Aceito: 22/12/2021 | Publicado: 04/01/2022

Maria de Fatima Santos

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1092-9062
Universidade Federal de Lavras, Brasil

E-mail: mariadefatimasmf@gmail.com

Natalia Ritter Ruas

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1337-4736
Universidade Federal de Lavras, Brasil

E-mail: natiiruas@gmail.com

Aline Norberto Ferreira

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6527-9693
Universidade Federal de Lavras, Brasil

E-mail: nf_aline@hotmail.com

Marcos Ferrante

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6979-2956
Universidade Federal de Lavras, Brasil

E-mail: marcos.ferrante@ufla.br

Manuel Losada Gavilanes

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7480-6582
Universidade Federal de Lavras, Brasil

E-mail: mlgavilanes@ufla.br

Eliséingela Elena Nunes Carvalho
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1124-8066
Universidade Federal de Lavras, Brasil

E-mail: elisangelacarvalho@ufla.br

Resumo

Os estdmatos sdo importantes estruturas anatémicas presentes principalmente nas folhas das plantas, sendo
responsaveis na regulacdo de trocas gasosas. Estas estruturas sdo utilizadas na ciéncia para a identificacdo de
mudancas climaticas sofridas pelo vegetal, além de ser um indicador no controle de qualidade de drogas vegetais.
Este trabalho teve como objetivo quantificar e caracterizar os estdmatos em folhas de Siparuna guianensis
empregando-se dois métodos diferentes de captura de imagens. Para tanto utilizou-se a Microscopia eletrdnica de
varredura e Microscopia Optica por meio da técnica de impressdo da epiderme, sendo avaliados a densidade
estomatica, indice estomético, didmetro polar (DP) e equatorial (DE) dos estdmatos e a relacdo entre DP/DE. Foi
observado a presenca de estdbmatos na epiderme nas duas faces foliares com predominancia na abaxial, permitindo
classificar as folhas como anfihipoestoméatica. Notou-se também diferenca significativa nos testes avaliados da
densidade estomatica entre as faces abaxial e adaxial. Os estdmatos desta espécie sdo classificados com paracitico.
Palavras-chave: Negramina; Anatomia foliar; Estdmato; Anfihipoestomatica; Impressdo da epiderme.

Abstract

The stomata are important anatomical structures present mainly in the plant leaves, being responsible for the
regulation of gas exchange. These structures are used in science to identify the climate changes suffered by the plant,
as well as being an indicator in the quality control of plant drugs. This work aimed to quantify and characterize the
stomata in Siparuna guianensis leaves using two different image capture methods. To do so, scanning electron
microscopy and optical microscopy was used, using the epidermis imprinting technique. Stomatal density, stomatal
index, polar diameter (PD) and equatorial diameter (ED) of the stomata and the relation between PD/ED were
evaluated. The presence of stomas was observed in the epidermis on both leaf faces with predominance on the abaxial
side, allowing the leaves to be classified as anfihypoestomatics. There was also a significant difference in the
evaluated tests of stomatal density between the abaxial and adaxial faces. The stomata of this species are classified as
paracytic.

Keywords: Negramina; Leaf anatomy; Stoma; Anfihypoestomatics; Epidermis impression.

Resumen
Los estomas son importantes estructuras anatdmicas presentes principalmente en las hojas de las plantas, siendo
responsables de la regulacion del intercambio de gases. Estas estructuras se utilizan en la ciencia para identificar los
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cambios climéticos sufridos por la planta, ademas de ser un indicador en el control de calidad de los medicamentos
vegetales. Este trabajo tuvo como objetivo cuantificar y caracterizar los estomas en las hojas de Siparuna guianensis
utilizando dos métodos diferentes de captura de imagenes. Para ello, se utilizé la microscopia electronica de barrido y
la microscopia Optica, utilizando la técnica de impresion epidérmica. Se evalud la densidad estomética, el indice
estomatico, el diametro polar (DP) y el didmetro ecuatorial (DE) de los estomas y la relacién entre DP/DE. La
presencia de estomas en la epidermis se observé en ambas caras de la hoja, con predominio en la abaxial, lo que
permitid clasificar las hojas como anfihipostomatica. También se observé una diferencia significativa en las pruebas
evaluadas de densidad estomatica entre las caras abaxial y adaxial. Los estomas de esta especie se clasifican como
paraciticos.

Palabras clave: Negramina; Anatomia de la hoja; Estomas; Anfihipostomatica; Impresion de la epidermis.

1. Introducéo

Os estdmatos sdo estruturas morfoldgicas microscopicas, encontradas na camada epidérmica de 6rgéos vegetais
principalmente nas folhas, compostas por duas células estomaticas (células-guarda) que circundam uma abertura, o ostiolo
(poro ou fenda). S&o importantes para a regulagdo das trocas gasosas da planta, devido & abertura dos ostiolos em resposta as
mudangas no ambiente. Os estdmatos, além de serem o local responsével pelas trocas de oxigénio e gas carbonico (CO,) é
também onde ocorre a difusdo d’agua na transpiragéo vegetal (Barbosa et al., 2018; Zoulias et al., 2020).

Estas estruturas sdo bastante sensiveis as variacBes ambientais, como luz, 4gua, temperatura e a concentracao de gas
carbdnico. A presenca de luz, por exemplo, regula positivamente o desenvolvimento estomético, podendo levar a alteragdes na
densidade e indice estomatico (Zoulias et al., 2020). Uma baixa densidade estomatica restringe a difuséo vertical de CO, por
meio da folha e reduz as taxas fotossintéticas, no entanto, a alta densidade estomatica provoca a diminuicdo da difuséo de CO;
causando a baixa assimilagdo de carbono (Simon et al., 2020).

E importante conhecer a morfologia e as caracteristicas dos estdmatos, pois estes permitem ao vegetal otimizar e
balancear a fotossintese como no uso e disponibilidade da agua ajustando-se as condi¢Ges ambientais (Calvo et al., 2020), e na
utilizacdo de caracteristicas epidérmicas das plantas como indicadores de poluigdo ambiental (Gahlot & Khanna, 2019), além
de ser um pardmetro utilizado para identificar espécies, morfologicamente parecidas, empregadas em medicamentos a base de
folhas (Bashir et al., 2020)

Mesmo diante do exposto sobre a importdncia do conhecimento dos estdmatos existem espécies vegetais com
escassez de estudos, entre elas a Siparuna guianensis Aubl., (Siparunaceae), um arbusto ou arvoreta aromatica, conhecida
popularmente como “negramina”, “folha-santa”, “marinheiro”, “limdo-bravo” e “capitit”. E uma planta neotropical, sendo
encontrada em diferentes dominios fitogeograficos no Brasil, como no bioma Cerrado, Amazonia, Pantanal, Caatinga e Mata
Atlantica. As folhas de S. guianensis possuem indica¢des etnobotanicas/etnofarmacolégicas como carminativas, estimulantes,
anti-dispépticas, diuréticas, dores no corpo, sinusite, febre, reumatismo, distdrbios inflamatérios e enxaqueca (Almeida et al.,
2021; Carvalho et al., 2020; Ferreira et al., 2020; Peixoto et al., 2020; Moura et al., 2020; Valentini et al., 2010).

Devido a escassez de trabalhos morfo-anato-ecoldgicos realizados com esta espécie vegetal, este trabalho teve como

objetivo quantificar e caracterizar os estbmatos em folhas de Siparuna guianensis.

2. Metodologia

Neste trabalho, foram utilizadas duas técnicas de capturas de imagem: microscopia optica (MO) e microscopia
eletronica de varredura (MEV) em folhas de Siparuna guianensis. O material vegetal utilizado foi identificado pela doutora
Ariane Luna Peixoto e o doutor Manuel Losada Gavilanes e uma amostra (exsicata) de material fértil foi depositada no
Herbario PAMG, (Herbéario da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais — EPAMIG, Belo Horizonte, MG), que é

considerado herbario fiel depositario, com o nimero de registro 58647.
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As folhas foram coletadas no periodo da manha em Remanescente de Floresta Estacional Semidecidual localizado no
Horto de Plantas Medicinais da Escola de Ciéncias Agrarias de Lavras (ESAL) do Departamento de Agricultura (DAG) da
Universidade Federal de Lavras - UFLA (21° 14* 42°° S; 45° 0° 00 W, 919 metros de altitude). Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura — DAG, ESAL/UFLA, no
Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural do Departamento de Fitopatologia — DFP, ESAL/UFLA e no
Laboratério de Anatomia Vegetal do setor de Botanica Estrutural do Departamento de Biologia (DBI) do Instituto de Ciéncias
Naturais ICN/UFLA.

Microscopia 6ptica (MO)

Utilizou-se a técnica de impressdo da epiderme, em 12 folhas plenamente desenvolvidas, que foram coletadas no 4° e
5° nd, a partir do apice do ramo; as folhas foram fracionadas, em terco apical, mediano e basal e fixadas em etanol 70% por 72
horas (Jensen, 1962). Foram obtidas impressdes das epidermes das faces adaxial e abaxial, utilizando-se adesivo instantaneo
(TEK® BOND); as impressdes foram utilizadas para a montagem de laminas semipermanentes (Segatto et al, 2004) que foram
observadas em microscépio de luz (Olympus CX 31, Olympus Optical) acoplado a camera fotogréafica digital (modelo

Eurekam 3.0, Bel Engineering).

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Foram coletadas 12 folhas plenamente desenvolvidas no 4° e 5° no, a partir do apice do ramo; foram retirados
fragmentos na regido mediana entre a nervura primaria e o bordo da l&mina foliar, fixadas em solu¢do de Karnorvsky
modificado (2,5% glutaraldeido, 2% paraformaldeido em tampéo cacodilato de sédio a 0,05M, pH 7,2 e Cloreto de calcio
(CaCly) 0,001 m) por 24 horas. Apo6s esse periodo, as amostras foram lavadas em cacodilato por 3 vezes, durante 10 minutos e
desidratadas em uma série de solucGes de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%, este Gltimo por 3 vezes) durante 10 minutos. As
amostras foram secadas com diéxido de carbono em um secador de ponto critico (CPD Bal-tec 30), e, em seguida, montadas
em suportes (stubs) com fita dupla face de carbono. Posteriormente, foram revestidos com uma camada de ouro de 20 nm por
evaporacdo a vacuo (Bal-TEC SDC 50). Os stubs prontos foram observados no microscdpio eletrdnico de varredura Leo
Evo40 XVP (Carl Zeiss, Germany) (Alves & Perina, 2012).

Andlise dos estbmatos

A partir destas técnicas foram obtidas eletromicrografias e fotomicrografias das faces adaxial e abaxial das folhas,
sendo mensurados 0s seguintes parametros: diametro polar dos estdmatos (um); didmetro equatorial dos estdmatos (um); a
relacdo entre didmetro polar/equatorial (DP/DE); densidade estomatica (mm?) e porcentagem do indice estomatico. As
contagens e medicgdes foram feitas utilizando software de anélise de imagem ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA) (Martin et al., 2013) calibrado com régua microscopica fotografada nos mesmos aumentos das fotografias
(Gavilanes et al, 2020).

O célculo do indice estomatico foi realizado de acordo com a formula: % indice Estomatico = ndmero de estdmatos /
(ntmero de estdmatos + nimero de células epidérmicas) X 100 e a Densidade Estomética = estdmatos totais/mm? (Zoulias et
al., 2020).

Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste Scott-Knott com

nivel de significancia de 5% usando-se o programa Sisvar (Ferreira, 2011).
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3. Resultados

As folhas de Siparuna guianensis possuem laminas foliares simples, de consisténcia membranacea, de margens lisas,
dispostas em filotaxia oposta; peciolo de 0,5-1,5 cm de comprimento, sdo alongadas a elipticas ou lanceoladas, com 10,0-22,0
(-30) x 4,0-10,0 (-11) cm, base obtusa, apice acuminado, inclinado 0,5-1,0 cm de comprimento, a superficie inferior com 9-12
pares de nervuras secundarias levemente salientes (Rennes & Hausner, 2005), apresentando caracteristicas visuais que
facilitam a diferenciacdo da face adaxial da abaxial. A superficie adaxial apresenta uma coloragdo esverdeada mais escura

(Figura 1A), enquanto a abaxial é mais clara (Figura 1B).

Figura 1. Superficie adaxial (A) e abaxial (B) da lamina foliar de Siparuna guianensis.

27.61cm

Fonte: Autores (2021).

A Siparuna guianensis, apresenta estdmatos na epiderme das duas faces foliares: adaxial (Figura 2A e C) e abaxial

(Figura 2B e D), mais frequentes na face abaxial o que permite classificar a folha como anfihipoestomética. Os estdmatos s&o

classificados como paraciticos.
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Figura 2. Imagens dos estdmatos da folha de Siparuna guianensis.

Legenda: Impressdes da epiderme - Microscopia Optica: A. face adaxial, B. face abaxial, Microscopia eletronica de varredura: C. face
adaxial e D. face abaxial. Fonte: Autores (2021).

Na analise estomatica, ambos os testes verificados apresentaram diferencas significativas entre as faces, pois como
mencionado anteriormente esta espécie apresenta maior nimero de estbmatos na face abaxial, sendo em média observados 8 a
14 estbmatos por area (Um?); também foi averiguada diferengas entres os métodos de captura, mas isto ja era esperado, pois
cada microscépio atinge aumentos diferentes. No MEV os estdmatos foram avaliados em aumento de 1.000 vezes (apresentado
a area da eletromicrografia de 25,52 um?) e no MO utilizou-se um aumento de 200 vezes (obtendo-se uma éarea de 12,39 um?
na fotomicrografia).

A densidade estomatica, que é representada pelo ndmero de estdmatos por mm?, exibiu na face abaxial das
eletromicrografias obtidas pelo MEV o valor de 204,16+7,04 mm? e na impressdo de epiderme foi de 162,08+8,94 mm?; ndo

havendo, diferenca significativa entre os tratamentos na face adaxial (Tabela 1).

Tabela 1. Densidade estomatica, didmetro polar, equatorial e DP/DE da folha de Siparuna guianensis sobre diferentes técnicas

histologicas.

Técnicas histoldgicas Face foliar esto[r):{;]tsi::daa(drﬁmz) p?)ilirlpa?r—r?) equlzjiic?)rr?:fr(?lm) DP/DE (um)
MEV Adaxial 27,85+2,14c 22,37+0,88c 14,39+0,76¢ 1,6+0,10a
Impressao epidérmica 15,48+1,62¢ 24,54+0,90b 17,86+0,59a 1,39+0,07b
MEV Abaxial 204,16+7,04a 19,57+0,58d 12,16+0,39d 1,65+0,08a
Impressao epidérmica 162,08+8,94b 27,80+0,75a 16,14+0,29b 1,73+0,05a
CV (%) 25,24 13,65 13,05 19,82

Meédiazerro padréo, seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<0,05 segundo
o teste de Scott-Knott. (face abaxial n=24 e adaxial n=12). Fonte: Autores (2021).
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Os diametros polar e equatorial (Tabela 1) foram mensurados em estdmatos que apresentaram ostiolo fechado. Estas
variaveis demostraram resultados diferentes nas faces da folha de Siparuna guianensis, exibindo diametro maior nos estdmatos
obtidos na técnica da impressdo de epiderme, sendo de 27,80+0,75 pum (abaxial) e 24,54+0,9 um (adaxial) para o didmetro
polar; 17,86+£0,59 um (abaxial) e 16,14+0,29 um (adaxial) no equatorial. Na relacdo entre DP/DE somente a face adaxial
obtida por impresséo da epiderme apresentou variagao entre os tratamentos (1,39+0,07 pum).

Nas eletromicrografias obtidas no MEV, foi possivel realizar a contagem das células comuns da epiderme para
calcular a porcentagem de indice estomético (I.E). J& a técnica de impressdo da epiderme obtida no MO ndo foi um método
vidvel para a Siparuna guianensis, pois impossibilitou a visualizagdo nitida das células comuns da epiderme em algumas

fotomicrografias (Figura 3). O I.E (%) apresentou diferenca entre as faces da folha de 21,2+0,72 (abaxial) e 3,5+0,28(adaxial)
(Gréfico 1).

Figura 3. Estdmatos obtido por impressao da epiderme.

Fonte: Autores (2021).

Gréfico 1. indice estomatico (%) da regido mediana da folha de Siparuna guianensis.
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Média seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<0,05 segundo o teste de Scott-Knott. Fonte: Autores
(2021).
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Avaliou-se também a presenca de estdmatos nas por¢Oes apice, meio e base da folha de Siparuna guianensis em suas
diferentes faces, pelo método de impressdo da epiderme; os resultados estdo demonstrados na Tabela 2. Foi verificada
diferenca significativa entre as faces foliares, mas ndo havendo diferenca entre os tratamentos na andlise da densidade
estomatica; apresentando somente variagfes no diametro polar na area localizada na base foliar da face abaxial (30,79+0,89
pUm) e no diametro equatorial na base da face adaxial (19,36+0,79 um).

Tabela 2. Densidade estomaética, diametro polar, equatorial e DP/DE da folha de Siparuna guianensis pela técnica de
impressdo da epiderme.

F;gﬁ:aaro f';?i(;er Denmda(d;;s%omatlca DlamEeJ;;))polar Diametro equatorial (um)  DP/DE (um)
Apice 15,47+1,62b 22,71+1,03c 17,57+0,34b 1,29+0,06¢
Meio Adaxial 15,48+1,62b 24,53+0,90c 17,86+0,59b 1,34+0,07c
Base 15,43+1,61b 25,82+1,37c 19,36+0,79%a 1,38+0,07c
Apice 167,64+12,51a 28,20+0,73b 15,21+0,29¢ 1,87+0,07b
Meio Abaxial 162,08+8,94a 27,8040,75b 16,14+0,29c 1,73+0,05b
Base 172,85+9,39%a 30,79+0,89a 15,34+0,34c 2,03+0,08a
CV (%) 35,98 14,15 10,43 17,35

Médiaterro padrdo seguidas de mesmas letras na coluna nio diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<0,05
segundo o teste de Scott-Knott. (face abaxial n=24 e adaxial n=12). Fonte: Autores (2021).

4. Discussao

As folhas da espécie Siparuna guianensis, apresentam estdmatos em ambas a faces foliares abaxial e adaxial, com
predominancia na face abaxial, sendo a folha classificada com anfihipoestomética. Os estdmatos séo classificados como
paraciticos, denominados desta maneira por apresentarem em torno de sua estrutura duas células subsidiarias (anexas),
localizadas de forma que seu eixo longitudinal fica paralelo ao da célula-guarda (Alquini et al., 2006). No trabalho
desenvolvido por Bieras e Sajo (2009), realizado por meio de se¢des transversais da regido mediana do &pice foliar e
clarificado com hipoclorito de sodio (20%) de ldminas da folha de Siparuna guianensis, esses autores verificaram a presenca
de estdbmatos somente na face abaxial classificando as folhas como hipoestomaticas, resultado diferente foi obtido neste
trabalho, sendo verificado em média 1,25 estdmatos por unidade de area nas eletromicrografias da face adaxial.

Na andlise da densidade estomatica de acordo Barbosa, Porto e Bertolde (2018), a maior densidade pode estar
relacionada quando as folhas sdo expostas a alta incidéncia de luz ou quantidade baixa de &gua, estando relacionado ao
controle da condutividade estomética. Isto se justifica porque a Siparuna guianensis apresentou poucos estdbmatos devido ao
ambiente onde ela se encontra um Remanescente de Floresta Estacional Semidecidual, com auséncia de irradiacdo solar
diretamente sobre a planta, devido ao sombreamento ocasionado por outras espécies. Este aumento de sombra da planta
provoca a diminui¢do no nimero de estbmatos, mas apresenta aumento na area foliar (Gobbi et al., 2011; Lima Jr. et al., 2006).
Diante de alguns trabalhos cientificos a Siparuna guianensis é classificada como climax tolerante a sombra (Nunes et al., 2003;
Pinto et al., 2005).

A relacdo entre os DP e DE fornece um indicativo da forma como é o formato dos estdmatos, quanto maior a relagéo
DP/DE, mais elipsoide é seu formato, sendo maior sua funcdo; ao contréario, quanto menor for esta relagdo menor sera seu
formato e funcdo (Grisi et al., 2008; Oliveira & Miglioranza, 2013). Mesmo utilizando métodos diferentes de captura das
imagens dos estdmatos da Siparuna guianensis, eles apresentaram mesmo formato nas faces abaxial de acordo com a relacéo
DP/DE.
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5. Considerac0es Finais

Os estudos que envolvem caracterizagdo dos estdbmatos sdo importantes e auxiliam na identificacdo das espécies e
podem ajudar nos critérios de analise do controle de qualidade de produtos vegetais, considerados medicinais, a base de folhas,
além de compreender os impactos das mudangas ambientais na planta.

A Siparuna guianensis é uma espécie anfihipoestomatica e os estbmatos presentes nas folhas séo do tipo paracitico.

Faz se necessario a realizagGes de mais estudos, futuros, no aspecto botanico da Siparuna guianensis em relagéo aos
tecidos constituintes das suas folhas, da estrutura da venacdo foliar e de seus frutos, sementes e casca do caule.
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