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Spiranthera odoratissima é uma espécie arbustiva encontrada no dominio Cerrado, nas fitofisionomias Cerrado
ralo, rupestre e de transi¢do para cerraddo. Ainda se trata de uma espécie pouco estudada morfologicamente.
O estudo tem por objetivo avaliar a morfologia foliar de S. odoratissima. As folhas de S. odoratissima foram
coletadas em uma drea de Cerrado no municipio de Caiapénia, estado de Goids, Brasil. As folhas sadias e sem
ataque de insetos e herbivoros, foram inicialmente tratadas para a retirada dos pigmentos clorofilianos e ceras,
e em seguida foram clarificadas e diafanizadas utilizando os corantes azul de toluidina, safranina e fucsina
bdsica fendlica. Apds a diafanizagdo, as folhas foram escaneadas e em seguida micrografadas para observagdo
da morfologia foliar. Os corantes avaliados na diafanizacdo apresentaram bons resultados para diferenciagéo e
nitidez das estruturas morfoldgicas. O limbo foliar é do tipo cartdceo, concolor e apresenta apenas uma nervura
19, entre 12-16 nervuras 29, nervuras 39 e de 492 ordem, o padréo de nervuras é broquidédroma, com aréolas
completas, tricomas tectores, tipo de estbmato anomocitico, observados apenas na face abaxial foliar, os F.E.V.S
apresentam 2-3 bifurcagdes, as células epidérmicas em ambas as faces com paredes anticlinais sinuosas. As
carateristicas morfoldgicas descritas neste estudo para S. odoratissima constituird importantes dados
taxondémicos para a correta identificagdo desta espécie que apresenta inumeras atividades fitoquimicas, bem
como garantir a preservagéo do Tdxon, no entendimento da ecologia, genética, fenologia e para a drea
farmacoldgica em futuros trabalhos.

Spiranthera odoratissima is a shrub species found in the Cerrado domain, in the thin, rupestrian Cerrado
phytophysiognomies and transition to cerraddo. It is still a species little studied morphologically. The study aims
to evaluate the leaf morphology of S. odoratissima. The leaves of S. odoratissima were collected in an area of
Cerrado in the municipality of Caiapénia, state of Goids, Brazil. The healthy leaves, without attack by insects and
herbivores, were initially treated for the removal of chlorophyll pigments and waxes, and then were clarified and
cleared using the dyes toluidine blue, safranin and basic phenolic fuchsin. After clearing, the leaves were
scanned and then micrographed to observe leaf morphology. The dyes evaluated in the clearing showed good
results for differentiation and sharpness of the morphological structures. The leaf blade is of the cardiac type,
concolor and has only one 1st rib, between 12-16 2nd ribs, 3rd and 4th order ribs, the rib pattern is
brachidodrome, with complete areolas, trichomes, type of anomocytic stoma, observed only on the leaf abaxial
face, the F.E.V.S present 2-3 bifurcations, the epidermal cells on both sides with sinuous anticline walls. The
morphological characteristics described in this study for S. odoratissima will constitute important taxonomic
data for the correct identification of this species that has numerous phytochemical activities, as well as
guaranteeing the preservation of the Taxon, in the understanding of ecology, genetics, phenology and for the
pharmacological area in future works.

INTRODUCAO

.

No entanto, este é um ambiente natural em constante
transformacdo com perdas severas de dareas naturais para

0 dominio Cerrado é considerado um dos 25 hotspots do  abertura de pastagens na criagdo de gado, lavouras e

mundo, abrigando uma mensuravel e rica quantidade de
espécies vegetais, distribuidas em varias familias botanicas.
Conforme Rocha e Vale (2017) é neste ambiente com
inimeras fitofisionomias Unicas onde sdo encontradas 12%
das espécies vegetais quando comparado a outros biomas
brasileiros.
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gueimadas criminosas que assolam todos os anos. Embora o
uso do fogo esteja diretamente ligado na estratégia ecoldgica
atuando como agente evolutivo em determinadas espécies
vegetais, no entanto, quando usado erroneamente e sem
controle devastam esse patriménio ndo somente do Brasil,
mas do mundo (MIRANDA; BUSTAMANTE; MIRANDA, 2002).
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Sabe-se que, o Cerrado é o segundo maior em area
territorial, estando atrds apenas do bioma Amazénico, com
4rea total de 2.036.448 km’ que corresponde cerca de 22%
do territdrio brasileiro (SILVA et al., 2019). E é nesse
ambiente com pluralidade vegetal que encontramos varios
Taxons pertencentes a familia Rutaceae, ordem Sapindales,
com 155 géneros e entorno de 1.600 espécies. Segundo
Kafer et al. (2016) e Brito (2017), esta familia apresenta
consideravel nimero de espécies vegetais, sendo o Brasil
portador de 32 géneros do total de 48. As espécies vegetais
dessa familia sdo caracterizadas por arvores e arbustos
aromaticos com folhas alternas, raramente opostas, do tipo
simples e/ou compostas.

E na familia Rutaceae onde esta inserida o género
Spiranthera, que foi descrito por Saint-Hilaire em 1823, com
descricdo geral para as folhas trifolioladas, flores pentameras
com calice curto, cupuliforme, dentado, corola hipdgina,
filete filiforme, antera basifixa, espiraladas, estigma apical
pentalobado, com disco nectarifero cilindrico, campanulado,
gindforo cilindrico, apresentando ovario profundamente
pentalobado, truncado, pentalocular com dois évulos por
l6culo (BRITO, 2017).

A Spiranthera odoratissima A. St. Hillaire é conhecida
popularmente por “manacd”, do tipo arbustivo que se
desenvolve em habitat de Cerrado com fitofisionomias ralo,
rupestre e de transi¢do para o cerraddo. A espécie apresenta
altura média de 1,5 metros, com raizes de coloracdo
amarelo-dourado (MATOS et al., 2003; SILVA; SANTOS, 2008).
Sua inflorescéncia é do tipo paniculada, apresentando
coloracdo esbranquicada, levemente aromatica, e os frutos
sdo do tipo encapsulados (esquizocarpicos), incompletos,
apresentando deiscéncia, possuindo apenas uma Unica
semente (SILVA; SANTOS, 2008).

S. odoratissima é considerada planta fitoterapica, onde
partes da planta sdo utilizadas no tratamento de patologias.
O cha da raiz é utilizado para problemas estomacais, o
extrato etandlico das raizes apresenta agao analgésica e anti-
inflamatdria (MATOS et al., 2000; MATOS et al., 2004,
ALBERNAZ et al., 2012), as folhas sdo usadas como purgativo
e em problemas renais e hepaticos (SALES et al., 1997
GALDINO et al., 2012). Estudos prévios com extratos foliares
onde avaliaram através de ensaios fitoquimicos preliminares
vdrias classes de

apresentaram conter neste vegetal,

fitocompostos como monoterpenos, sesquiterpenos,
furoquinolina e B-indoloquinazolina alcaloides, cumarinas,
esteroides e limondides (TEREZAN et al., 2010), também
atividade inseticida natural (FREITAS et al., 2003; TEREZAN et
al., 2010).

Atualmente a S. odoratissima estd incluida na lista
nacional oficial de espécies da flora brasileira ameacgadas de

extingcdo (Portaria MMA ne. 443/2014; § 22 do art. 72) (Brasil,

2018), devido ao extrativismo e perda de area do dominio
Cerrado ocasionadas pela agdo antrépica (SILVA; SANTOS,
2008). O manacd é uma espécie ainda pouco estudada
quanto a sua morfologia foliar, biologia floral, reprodutiva e
o comportamento fenoldgico.

O desenvolvimento de pesquisas voltadas para a
morfologia foliar é de fundamental importancia para o
conhecimento do tdxon, servindo ndo apenas para a
taxonomia vegetal, como para a ecologia, genética e
compreensdo da biodiversidade do dominio Cerrado. A
morfologia tem por objetivo, avaliar os padrdes de nervuras,
forma da base e apice foliar, bem como a presenca de
tricomas tectores ou glandulares, morfologia dos estématos,
FEV.S., aréolas dentre outras estruturas (GUIMARAES;
RANGA; MARTINS, 1999).

De acordo com Hefler e Longhi-Wagner et al.(2010) e
Corréa et al. (2012), a morfoanatomia apresenta pardmetros
de diferenciagdo entre os taxons de um mesmo género. Estas
caracteristicas também sdo utilizadas na area farmacéutica
onde se avaliam a qualidade das matérias-primas de origem
vegetal que muitas das vezes apresentam contaminantes e
partes de 6rgdos vegetais de outras espécies, bem como
podem ocorrer erros de identificagdo, levando a uma
interpretagdo incorreta da espécie farmacoldgica.

Conforme Port e Dutra (2013) a descri¢do da arquitetura
foliar apresenta como suporte taxonOmico vegetal para o
desenvolvimento de novas chaves dicotdmicas que incluam
as caracteristicas morfoldgicas foliares tanto para a flora
moderna quanto para flora pretérita, garantindo assim uma
correta identificagdo ou uma possivel reclassificacdo do
vegetal.

Este trabalho teve por objetivo, contribuir com o estudo
morfolégico da foliar de

arquitetura Spiranthera

odoratissima, pela técnica de diafanizacdo foliar em
individuos coletados em uma d4rea do dominio Cerrado

fitofisionomia sentido restrito.
MATERIAL E METODOS
Coleta do Taxon

As folhas de S. odoratissima foram coletadas em uma
area de dominio Cerrado, variante sentido restrito, localizada
no municipio de Caiaponia, estado de Goids, Brasil, com a
seguinte localiza¢do geografica (GPS) da coleta 16°56’15.1”’S
51°48’48.5”’W (Garmin, Mod. Glosnass). Foram coletadas em
10 individuos, 10
insetos ou herbivoros.

folhas sadias, sem ataque por

microrganismos, A espécie foi
identificada pela Botanica Erika Amaral, e uma exsicata foi

herborizada e depositada no Herbario do Laboratério de
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Sistemdtica Vegetal do Instituto Federal Goiano, Campus Rio
Verde, estado de Goids, Brasil com o seguinte Voucher HRV:
#1039.

Processo de diafanizagdo

A diafanizagdo seguiu conforme proposto por Shobe e
Lersten (1967), e Amede et al. (2015) com adaptagdes. As
folhas foram imersas em 150 mL de uma solugdo de alcool
etilico 95% e sabdo liquido na propor¢do (10:9) (v/v), o
material foi armazenado em frasco hermético por 35 dias até
remoc3o parcial e/ou total dos pigmentos clorofilianos. Logo
em seguida, as folhas foram lavadas em agua corrente e
transferidas para o mesmo frasco contendo 200 mL de uma
solugdo aquosa de NaOH 5% (p/v) por 24 horas. Apds este
periodo, as folhas foram lavadas em agua destilada. Em
seguida foram colocadas no frasco contendo 200 mL de uma
solugdo aquosa de hipoclorito de sédio a 10% (v/v) lavando
novamente em agua destilada a cada 3 dias, até brancura.

As folhas apods a clarificagdo passaram por desidratagao
em série hidroetandlica crescente (30, 50, 70 e 95%) por 35
minutos para cada etapa; logo a seguir, foram imersas em
200 mL de uma solugdo de Xilol e Etanol (P.A — ACS) (1:1)
(v/v) por 2 horas. Para a diafanizacdo foi utilizada, solucdo
aquosa de azul de toluidina (P.A — ACS) 1% (p/v), solugdo
aquosa de safranina (P.A — ACS) 1% (p/v) e solugdo de fucsina
basica fendlica (P.A — ACS). O material ficou imerso em cada
corante por 60 minutos, e em seguida, o excesso deste foi
retirado com solugdo hidroetandlica 70% (v/v).

Apds o processo de coloragdo, as folhas foram imersas
em solugdo de Xilol e Etanol (PA — ACS), por 24 horas
armazenado em geladeira a 8 °C. Em seguida a solugdo foi
substituida por Xilol (PA — ACS), ficando novamente na
geladeira a 8 °C por 12 horas. Logo em seguida, o material foi
imerso em glicerol (P.A — ACS). A determinac¢do do padrdo de
venacdo foliar da rede superior (maior), foi inicialmente
realizada por escaneamento utilizando impressora hp
Photosmart (hp, Mod. C4480), e para a rede menor de
nervuras, foram realizadas micrografias em microscopio
optico confocal e camera acoplada (Opterra Il). Para a
classificagdo dos padrdes de nervagdao foram utilizados os
tipos basicos definidos por Hickey (1979) e Manual of leaf
Architecture-morphological (2009). As micrografias geradas,
foram tratadas utilizando o programa Imagel (versdo livre
2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

habito
subarbustivo com altura entre 1,22 a 1,53 m de altura, as

Neste estudo, S. odoratissima apresentou
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folhas alternas, compostas, trifoliadas, cartdceas e

concolores. Resultados préximos foram observados por Silva
(2008)
fenoldgico de S. odoratissima.

e Santos onde verificaram o comportamento

Na Figura 1, estdo apresentadas ambas as faces (adaxial e
abaxial) foliar de S. odoratissima coradas com fucsina basica
fendlica.

Na Figura 1, pranchas (A e B) faces adaxial e abaxial
de S.
odoratissima apresentando apenas uma nervura primaria,
de 10-15
unilobulada, coriacea, do tipo convexo, com organizagdo

respectivamente, demonstrando o limbo foliar

média nervuras secunddrias, limbo foliar
foliar do tipo simples, peciolo com base inchada. A base
laminar apresenta forma oblonga, a simetria laminar é
assimétrica, o angulo da base e do apice obtuso. No estudo
de Brito (2017) a pesquisadora descreve entre 8-13 nervuras
secundarias.

A forma da base do limbo foliar é dorsiventral
arredondada, posicdo do anexo foliar é do tipo marginal,
forma do apice convexo e tipo de margem foliar erosa. As
nervuras 22 apresentam padrdo broquidédroma, com
espagamento menor em dire¢do a base, apresentando
nervuras intersecundarias fracas, na margem foliar com
fusdo de nervuras (anastomosado), a forma da lamina do
foliolo é do tipo ovado a estreito-eliptico.

Matos et al. (2014) também descreveram para a
anatomia foliar de S. odoratissima, relatando que a
epiderme é do tipo uniestratificada e revestida por cuticula
espessa. A nervura central apresenta contorno convexo em
ambas as faces, o mesmo foi observado neste estudo. Na
Figura 2, esta apresentada micrografias das faces abaxial e
adaxial de S. odoratissima.

O padrdo de venacdo é até 42 ordem (Figura 2, pranchas
A e C), as nervuras secunddrias sdo fundidas, as aréolas sdo
do tipo completas apresentando 5 lados prancha (A), os
tricomas sdo pluricelulares do tipo tector de apice afilado em
ambas as faces, apresentando maior densidade proxima as
nervuras de 12 e 22 ordem e em menor quantidades na
epiderme adaxial prancha (B). A saliéncia das nervuras é
mais acentuada na face abaxial prancha (C). Os FE.V.S,
apresentam 2-3 ramifica¢des. A epiderme do limbo foliar em
ambas as faces, apresentam células heterodimensionais com
paredes anticlinais sinuosas, exceto nas regibes das
nervuras, nas quais as células epidérmicas sdo alongadas,
com paredes anticlinais retas a levemente sinuosas.

Os estdmatos sdo do tipo anomocitico com 5-6 células,
apenas observados na face abaxial, sendo esta caracteristica
de folha (hipoestomatica), encontrados no mesmo nivel das
demais células epidérmicas (Figura 3, prancha B). Estudo
(2014), com folhas de S.

odoratissima em uma area de Cerrado goiano, encontraram

realizado por Matos et al
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Figura 1. Pranchas (A e B), faces adaxial e abaxial foliar de Spiranthera odoratissima corada com fucsina
béasica fendlica. Fonte: Autores, 2020.

—

Figura 2. Morfologia foliar de Spiranthera odoratissima. Em (A) face abaxial, (B) face adaxial, e em (C)
face abaxial. np = nervura primaria, ns = nervura secundaria, nsb = nervura secundaria subsecundaria, seta
tricoma tector pluricelular com &pice afilado, circulo células modificadas do tricoma. Barras: (A) 100 pm,

(B) 75 um, e em (C) 60 um. Fonte: Autores, 2020.
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Figura 3. Morfologia foliar de Spiranthera odoratissima. Em (A, B e C) face abaxial. vf = veia fimbrial, mf
= margem foliar, ns = nervura secundaria, em (C)* tricoma tector pluricelular. Seta estbmato anomocitico.

Barras: (A) 150 um, (B) 90 um, e em (C) 50 um. Fonte: Autores, 2020.

Figura 4. Morfologia foliar de Spiranthera odoratissima. Face adaxial. Prancha (A), visdo geral da
epiderme apresentando células epidérmicas sinuosas. Prancha (B), vf = veia fimbrial, mf = margem foliar e
seta tricoma glandular, e na prancha (C), nt = nervura terciéria, seta células epidérmicas alongadas, com
paredes anticlinais retas a levemente sinuosas, retas (vermelho) estruturas das nervuras terciarias
individualizadas fundidas (confluente). Barras: (A) 85 um, (B) 45 um, e em (C) 90 um. Fonte: Autores,
2020.
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poliédrico. Embora Metcalf e Chalk (1979) tenham relatado a
presenca de estdmatos paraciticos como caracteristico para
a familia Rutaceae, a presenga de estdbmatos anomociticos
sdo também observados em Raulinoa echinata R. S. Cowan e
Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardleworth, taxons
pertencentes a mesma familia conforme descrito por
Oliveira, Akisue e Akisue (1996), e Arioli, Voltolin e Santos
(2008).

Matos et al. (2014) descreve em estudo para a face
adaxial, que as células sdo alongadas anticlinalmente
apresentando flanges cuticulares. Ja na face abaxial em vista
superficial observam-se estrias epicuticulares em folhas
coletadas em individuos de S. odoratissima na cidade de
Leopoldo de Bulhdes, estado de Goids, Brasil. A veia fimbrial
na margem foliar ndo apresentam loops e sem dentes
(Figura 3, prancha A).

Na Figura 4, estdo apresentadas micrografias de S.
odoratissima da face adaxial foliar corada com solucdo de
safranina.

Na Figura 4, prancha (A), observa-se a area superficial da
face adaxial foliar, mostrando células epidérmicas sinuosas.
Na prancha (B) um tricoma glandular cheio. O aroma notado
nas folhas de S. odoratissima é devido a presenca de dleo
essencial que fica contido nesse tipo de tricoma. J4 no
estudo de Brito (2017) a pesquisadora reporta a presenca de
cavidades secretoras oleiferas na lamina foliar. Neste estudo,
ndo foi observado essas cavidades em ambas as faces.

Matos et al. (2014) descrevem que na face adaxial as
células epidérmicas sdo do tipo poliédricas com paredes
anticlinais espessas e retas, e as paredes periclinais externas
com estrias epicuticulares. Na face adaxial a nervura é plana
prancha (C).

CONCLUSOES

Neste estudo morfolégico da arquitetura foliar de
Spiranthera odoratissima foi possivel avaliar trés corantes
vitais que apresentaram bons resultados no processo de
coloracdo para a técnica de diafanizagdo. As carateristicas
morfolégicas de S. odoratissima constituird importantes
dados taxonOmicos para a identificagdo correta desta
espécie que apresenta inumeras atividades fitoquimicas,
bem como garantir a preservagdao do tdxon, entendimento

da ecologia, genética e fenologia para futuros trabalhos.
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