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RESUMO

Introducdo: Cochlospermum regium € uma espécie vegetal conhecida
popularmente por algoddo-do-cerrado, pertencendo a familia Bixaceae. Esta
espécie € encontrada no dominio Cerrado (savana) e em areas antropizadas.
Objetivos: Contribuir ao estudo morfoldgico foliar de Cochlospermum regium,
através da técnica de diafanizacdo usando diferentes corantes.

Métodos: Identificacdo do taxon, coleta do material foliar, confeccdo de uma
exsicata, processo de diafanizacdo utilizando os corantes, safranina, azul de
toluidina, fucsina fendlica e violeta de genciana e determinacdo morfoldgica
foliar por técnica de escaneamento foliar e analise por microscopia.
Resultados: Os corantes utilizados, solucbes de safranina, azul de toluidina,
fucsina fendlica e violeta de genciana demonstraram serem 6timas op¢des para
uso na diferenciacdo macro e de microestruturas. O limbo foliar apresenta as
seguintes caracteristicas, simples, lobada, com 3-5 limbos, margem da lamina
foliar denteada, face adaxial lisa e sem saliéncia, abaxial apresentando células
epidérmicas sinuosas, estbmatos anomociticos, aréolas completas, nervuras até
42 ordem, e a presenca de apenas tricomas glandulares. A nervura fimbrial esta
presente nesta espécie apresentando tricomas glandulares e estdmatos,
hipoestomatica e veias (F.E.V.S) com 1 bifurcacdo. Estébmatos fundidos foram
observados nas nervuras de 22 ordem.

Conclusédo: O uso de corantes atipicos para diafanizacdo foliar apresentaram
serem efetivos pra observagéo e analise nos niveis macro e de microestrutura.
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Com a andlise de verificacdo do padrdo de venacdo foliar de C. regium
proporcionou dados importantes para a identificagdo deste taxon. Outros
trabalhos deverdo ser realizados para a comparacdo morfolégica de venacao
foliar entre outras espécies da familia Bixaceae.

Palavras chave: nervuras; aréolas; estbmatos anomociticos; Bixaceae.

RESUMEN

Introduccién: Cochlospermum regium es una especie vegetal conocida
popularmente por algodao-do-cerrado, que pertenece a la familia Bixaceae.
Esta especie se encuentra en el dominio Cerrado (sabana) y en areas
antropizadas.

Objetivos: Describir las caracteristicas morfologico-foliar de Cochlospermum
regium, a través de la técnica de diafanizacién con diferentes colorantes.
Métodos: Identificacion de taxon, recoleccion de material foliar, preparacion
de un espécimen de vales, proceso de diafanizacion con los colorantes,
safranina, azul de toluidina, fucsina y violeta de genciana fendlica, y
determinacion morfologica foliar mediante técnica de escaneo y analisis
microscépico.

Resultados: Los colorantes utilizados, soluciones de safranina, azul de
toluidina, fucsina fendlica y violeta de genciana, demostraron ser oOptimas
opciones para uso en la diferenciacion macro y de microestructuras. El limbo
foliar presenta las siguientes caracteristicas: simples, lobada, con 3-5 limbos,
margen de la lamina foliar dentada, cara adaxial lisa y sin saliente, abaxial
presentando células epidérmicas sinuosas, estomatos anomociticos, aréolas
completas, nervios hasta el cuarto orden, y la presencia de sélo tricomas
glandulares. La nervadura fimbrial esta presente en esta especie presentando
tricomas glandulares y estomulos, hipoestomatica y venas (F.E.V.S), con 1
bifurcacion. Los estomatos fundidos se observaron en las nervaduras de segundo
orden.

Conclusiones: ElI uso de colorantes atipicos para diafanizacion foliar
presentaron ser efectivos para observacion y analisis en los niveles macro y de
microestructura. El analisis de verificacidén del padrén de ganancia foliar de C.
regium proporciond datos importantes para la identificacion de este taxon.
Otros trabajos deberan ser realizados para la comparacion morfologica de
venado foliar entre otras especies de la familia Bixaceae.

Palabras clave: nervaduras; aréolas; estdmatos anomociticos; Bixaceae.

ABSTRACT

Introduction: Cochlospermum regium is a plant species popularly known as
cerrado cotton, belonging to the Bixaceae family. This species is found in the
Cerrado domain (savanna), and in anthropized areas.

Objectives: Contribute to the foliar morphological study of Cochlospermum
regium, through the technique of diaphanization using different dyes.
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Methods: Taxon identification, leaf material collection, making and exsiccate,
diaphanization process using the dyes safranin, toluidine blue, phenolic fuchsin,
and gentian violet, and leaf morphological determination by leaf scanning
technique, and microscopic analysis.

Results: The dyes used, safranin, toluidine blue, phenolic fuchsin and gentian
violet solutions proved to be excellent options for use in macro and
microstructure differentiation. The foliar limb has the following
characteristics, simple, lobed, with 3-5 limbs, margin of leaf toothed, adaxial
face smooth and without protrusion, abaxial presenting sinuous epidermal cells,
anomocytic stomata, complete areolas, veins up to 4th order, and presence of
only glandular trichomes. The fimbrial vein is present in this species presenting
glandular trichomes and stomata, hypoestomatic and veinlets (F.E.V.S) with 1
bifurcation. Molten stomata were observed on the 2nd order veins.
Conclusion: The use of atypical dyes for foliar diaphanization were effective
for observation and analysis at macro and microstructure levels. With the
analysis of verification of the foliar venation pattern of C. regium provided
important data for the identification of this taxon. Other works should be
performed for the morphological comparison of leaf venation among other
species of the Bixaceae family.

Key words: ribs; areolas; anomocytic stomata; Bixaceae.
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Introducéao

O Dominio Cerrado € o segundo maior “bioma” do Brasil, atrds apenas do bioma
amazonico. Conforme® o cerrado apresenta entorno de 7.000 espécies de
plantas superiores, onde cerca de 4.400 sdo de plantas endémicas deste
dominio. A familia Bixaceae apresenta cerca de 12 espécies de ocorréncia
pantropical,® onde dentre estas espécies endémicas, o algod&do-do-cerrado
(Cochlospermum regium Mart. ex Schrank) Pilg., é encontrado apresentando-se
como um arbusto de ocorréncia em variantes do cerrado, tipo cerradao, cerrado
sujo e ralo. De acordo com C. regium pode ocorrer também em &areas de
clareiras, locais antropizados e em bordas de matas. ®

Esta espécie é popularmente utilizada como medicamento fitoterapico
apresentando acdo analgésica, anti-inflamatoria, purgativa e no tratamento de
infecgdes.®49 Alguns estudos avaliando os extratos vegetais tem demonstrado
acao anticonceptiva, anti-inflamatoria (artrite, inflamacéo reumatoide e acne),
antidematogénica, antimicrobiana e antioxidante.®78) Estudos fitoquimicos
realizados com extratos e fracdes das raizes apresentam varios compostos como
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acetofenona 1-hidroxitetradecanona-3, éster do &acido p-hidroxicinamico,
alguns flavonoides, triterpendides, saponinas, taninos, compostos fendlicos e
naringenina.® As folhas apresentam contelidos de compostos fenolicos,
lipofilicos e resiniferos.®

O uso de plantas medicinais como o C. regium apresenta poucos estudos quanto
a classificacdo deste taxon.® A correta identificacdo por meios de chaves
dicotébmicas, analise morfoldgica foliar por diafanizacédo e por analise de DNA
sdo 0s meios mais utilizados e confiaveis para uma correta identificacdo, bem
como para determinacao de matérias-primas de origem vegetal fraudadas.

De acordo com,® o conhecimento das técnicas como a diafanizacéo foliar, é
importante para a identificacdo de drogas vegetais facilitando o controle de
qualidade, ressaltando ainda que o estudo inicial morfoanatdomico antecede ao
estudo fitoquimico da espécie. A diafanizacdo foliar apresenta dados
importantes sobre a classificacdo de uma espécie vegetal, apresentando ou ndo
similaridades entre os taxons do mesmo género.

Este estudo objetivou-se contribuir ao estudo morfoldgico através da técnica
de diafanizacdo foliar empregando diferentes tipos de corantes para a
diferenciacéo de estruturas celulares no limbo foliar de C. regium.

Métodos

Identificacdo de Cochlospermum regium
Chave de identificacdo da espécie Cochlospermum regium, proposta por:
1. Arvores ou arbustos; caule recoberto por tricomas peltados marrom-
avermelhados; folhas inteiras; nectarios extraflorais na base do célice; fruto
capsula loculicida 2-valvar, equinado.1.1. Bixa orellana.

1’. Arvores, arvoretas ou arbustos; ramos glabros ou com tricomas simples;
folhas lobadas, auséncia de nectérios extraflorais; fruto capsula loculicida 5-
valvar, glabro

2. Arbustos, em geral; folhas 3(-5)- lobadas, lobos eliptico-ovados com apice
agudo a obtuso, margem serreada; estipulas ausentes. 2.1. Cochlospermum
regium

2’. Arvores, em geral; folhas 5-lobadas, lobos elipticos ou obovados com &pice
obtuso a obtuso-acuminado, margem inteira a serreada; estipulas presentes na
base do peciolo. 2.2. Cochlospermum vitifolium
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Coleta do espécimen

As folhas de Cochlospermum regium foram coletadas em 10 individuos em uma
area do dominio Cerrado, variante Cerrado ralo localizado em uma é&rea de
preservacdo permanente localizada na Universidade de Rio Verde, UniRV/GO,
Brasil, com a seguinte localizagdo geografica 17°47°14.6°’S 50°57°59.0’W. A
espécie vegetal foi identificada pelo autor deste estudo a partir de uma chave
de identificacdo para a familia Bixaceae. Uma exsicata foi depositada no
herbéario do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano com 0
seguinte Voucher HRV: 1099.

Diafanizacéo
Para o estudo morfoanatomico na identificacdo do padrédo de venacao foliar de
C. regium, utilizou-se de material botanico in natura. Foram coletadas nos 10
individuos 12 folhas consideradas maduras, sem ataque de herbivoros e sem
ferimentos ocasionados por fitopatdégenos. As folhas de C. regium foram
diafanizadas inteiras para que ndo ocorresse qualquer alteragdo na venagao ou
da morfologia da folha inteira, decorrente durante o processo de montagem.

A técnica de diafanizagdo utilizada seguiu conforme descrito por com
modificacbes. As folhas foram estocadas em 200 mL de uma solugéo de alcool
etilico 70 % (m/v) com 20 mL de detergente liquido (lava-loucas), até que os
pigmentos naturais fossem parcialmente ou completamente removidos em um
periodo de 10 dias. Logo em seguida, as folhas foram lavadas em &gua destilada
até completa remocédo do fixador/detergente. Foram realizadas 3 lavagens de
10 minutos cada.

As folhas foram transferidas para uma bandeja de polietileno de alta densidade
- PEAD, e imergidas em 200 mL de uma solucdo de hidroxido de sodio a 5 %
(m/v) e deixado em descanso por 12 horas (sem agitacdo). Em seguida o
material foi lavado em agua destilada com 3 lavagens por 10 minutos. Logo
apos, as amostras foliares foram depositadas novamente em um frasco com
tampa e adicionado uma solucéo de hipoclorito de sédio a 5 % (v/v) e deixou-
se em descanso por 336 horas.

Apos esse tempo, o material foi lavado em agua destilada com 3 trocas por 10
minutos cada. Em seguida foi desidratado em uma série crescente de
concentracdes hidroetandlicas (10, 30, 50, 70, 95 %) em cada série, ficando em
descanso por 30 minutos em cada solucédo. Apés hidratacdo em agua destilada
por 10 minutos, foram mergulhadas em uma solucéo de Xilol-Etanol (1:1) por 4
horas em descanso.

Em seguida, as folhas foram coradas em quatro diferentes corantes
separadamente. Cerca de 3 folhas foram coradas para cada corante. O processo
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de coloracéo foi de 35 minutos para cada corante, sendo 0s seguintes corantes
utilizados: Solugéo de safranina 1 % (m/v), solucdo aquosa de azul de toluidina
1 % (m/v), fucsina fendlica e violeta de genciana. O material foi diferenciado
na solucédo de Xilol-etanol (1:1) (v/v) anteriormente descrito, por 24 horas. Em
seguida, o material foliar foi lavado com solugéo hidroetandlica 70 % (v/v) e
submerso em Xilol até analises.

Processamento e identificacdo morfologica

As folhas diafanizadas foram montadas em lamina de vidro, com glicerina. Para
detalhamento acurado da venacgdo, foram realizadas por escaneamento em
impressora HP Photosmart C4480, as fotomicrografias foram realizadas em
microscopio Optico (Digilab, mod. DI-116B2000) com camera (Oseecam Hd 20
mp Hdmi, mod. full hd) em diferentes niveis, folha completa e porcdes
menores. Os escaneamentos e as fotomicrografias foram tratadas digitalmente
com o software ImageJ An open plataforma for scientific image analysis (free
2019).

Para descricéo e classificacdo dos padrdes de nervacéo, foi utilizado Manual of
Leaf Arquitecture®® do Instituto Smithsonian, Manual e livro de Botanica
Organografia,*® bem como material proposto por.%

Resultados
Na figura 1 estdo apresentados dois limbos pentafoliares de Cochlospermum
regium coradas em safranina (prancha A) e em violeta de genciana (prancha B).

A B

Barra na lateral esquerda inferior, corresponde a 9 cm.
Fonte: Autor, 2021.

Fig. 1. Limbos pentafoliares de Cochlospermum regium diafanizadas. A. Corada com
safranina. B. Corada com violeta de genciana.

Na figura 2 esta apresentado um corte do limbo foliar de Cochlospermum
regium, apresentando as nervuras de 12 e 22 ordem, e margem foliar corada
com fucsina fendlica.
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A

Barra na lateral esquerda corresponde a 1 cm. np = nervura primaria, ns = nervura secundaria e mf = margem foliar..
Fonte: Autor, 2021.

Fig. 2. Corte do limbo foliar de Cochlospermum regium, corada com fucsina fenolica.

Na figura 3 estédo apresentadas pranchas mostrando os detalhes estruturais da
lamina foliar face adaxial de Cochlospermum regium coradas com safranina e

fucsina fendlica.

Em A, ns = nervura secundaria, nt = nervura terciaria, nq = nervura quaternaria, are = aréola, seta = vénula. Em B,
seta tripla = tricomas glandulares, em C, ns = nervura secundaria demonstrando a superficie cilindrica. Barras em A
30 pm, B 200 pm e em C 100 pm.

Fonte: Autor, 2021.

Fig. 3. Morfologia foliar de Cochlospermum regium. A. e B. Face adaxial corada com

safranina. C. Face abaxial corada com fucsina fendlica.
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c

B. ns = nervura secundaria, seta = estdmato anomocitico fundido a nervura secundaria, * = célula epidérmica da
nervura secundaria com parede anticlinal alongada apresentando 4 lados. C. mf = margem foliar, vf = veia fimbrial
marginal e seta = tricoma glandular unicelular. Barras em A 75 pm, B 100 um e C 35 pm.

Fonte: Autor, 2021.

Fig. 4. Morfologia foliar de Cochlospermum regium. A. e B. Face abaxial corada com
safranina, demonstrando numerosos estdmatos. A. Vista geral de uma aréola com
inUmeros estdmatos anomociticos. B. Estébmato fundido na nervura secundaria. C.

face adaxial corada com azul de toluidina mostrando a veia fimbrial marginal.

Na figura 5 esta apresentado a face abaxial foliar de Cochlospermum regium
mostrando estébmatos anomociticos na veia fimbrial na epiderme da margem
foliar.

apresentando 6 lados. Barra lateral inferior a esquerda = 200 pm.
Fonte: Autor, 2021.

Fig. 5. Face abaxial foliar de Cochlospermum regium corada com violeta de
genciana.
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Discussao

O algodéo-do-cerrado (Cochlospermum regium) apresenta como um arbusto
entre 3-4 metros de altura, rizoma subterraneo, e a parte aérea é composta
por ramos cilindricos. O limbo foliar de C. regium é do tipo folha simples,
lobada, palmatipartida, alternas, com 3-5 limbos fundidos (trilobada a
pentalobada), apresenta margem da lamina foliar denteada, os lobos sdo
obovados e ou ovado-oblongos, apice do lobo agudo a obtuso, apice acuminado
e peciolado (Fig. 1).

Estudo proposto por,®® sobre C. regium, o autor descreve a margem foliar como
levemente crenada a serrada. Esta variacdo pode ocorrer dentro da espécie e
em locais de coleta diversos. O peciolo apresenta forma cilindrica, com
estipulas cuneadas. Conforme descrito por,(6:17.18) g espécie C. regium nao
apresenta estipulas e o tipo de inflorescéncia € caracteristico racemo.

Na (Fig. 2 A.) observa-se na face adaxial foliar de C. regium superficie lisa sem
saliéncia, apresentando as nervuras de 12 e 22 ordem e margem foliar do tipo
denteada.

Células epidérmicas da face adaxial apresentando entre 5-6 lados, com
contorno poligonal (Fig. 4 C.), na face abaxial apresentam-se sinuosas, em
ambas as faces as ceélulas epidérmicas apresentam paredes anticlinais. As
aréolas sdo completas, veias (F.E.V.S) apresentando 1 bifurcacdo (Fig. 3 A), as
nervuras sdo de até 42 ordem (Fig. 3 A). A nervura 12 apresenta contorno
biconvexo, sendo todas as nervuras proeminentes e salientes apenas na face
abaxial (Fig. 3 C). Os estdbmatos sdo do tipo anomocitico ao nivel das células
epidérmicas, apresentando cristas cuticulares externas evidentes, alguns
estomatos sdo observados sobre o tecido da nervura fimbrial da margem foliar,
sendo a folha descrita como hipoestomética (Fig. 4 A e B, e Fig. 5).

Estudo realizado por®, avaliando a anatomia foliar de C. regium discute sobre
a presenca de raros estdmatos na face adaxial do tipo paracitico e abaxial
anomocitico. Neste estudo ndo foram observados estdbmatos na face adaxial. O
mesmo autor complemente a presenca de tricomas tectores, 0 mesmo nao
ocorreu neste estudo. O tipo de tricoma predominante neste estudo foi
glandular peltado com pedicelo curto e glandula com formato ovoide, s&o
encontrados sobre as nervuras de 1 e 22 ordem e na margem foliar, e raramente
sobre as células epidérmicas (Fig. 3B e Fig. 4 B e C).

Algumas diferencas descritas entre os autores®6), e deste estudo avaliando C.
regium pode ser explicado devido a influéncia ambiental, que pode modificar
certas estruturas para os padrdes morfoanatébmicos. Os estématos do tipo
anomocitico e ou paracitico sdo descritos para a familia Bixaceae®”), estando
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também em concordancia a presenca do tipo anomocitico e auséncia do
paracitico no dorso foliar neste estudo avaliando C. regium coletada em area
de cerrado ralo no municipio de Rio Verde, Goias.

Diante dos resultados obtidos neste estudo e comparados com outros estudos
avaliando C. regium, observam-se algumas divergéncias quanto a presenca de
estbmatos paraciticos na face adaxial e a presenca de tricomas tectores,
tornando-se necessarios a realizacdo de estudos complementares para este
taxon, para que sejam avaliados em um amplo espectro de area de Cerrado
brasileiro. Este estudo agrega importantes dados comparativos da morfologia
agregando maior conhecimento sobre a espécie de C. regium, podendo ainda
ser observados diferencas morfoldgicas da espécie em diferentes areas do
dominio Cerrado ao qual a espécie foi avaliada. Outro importante dado é a
verificacdo desta espécie tanto ao nivel morfoanatémico, como ecoldgico,
antrépico e genético, para que se possa verificar a influéncia do habitat com a
espécie. 19.20.21)
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