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Anatomia e histoquimica de Crotalaria retusa L. (Leguminosa-
Papilinoideae)

O género Crotalaria é um dos maiores da familia Leguminosae, com grandes semelhangas morfoldgicas dentre algumas espécies, como C. retusa e C. espectabilis,
e informagdes insuficientes quanto a morfoanatomia das mesmas, o que poderia facilitar a identificagdo. Diante o exposto, o presente artigo objetivou analisar as
caracteristicas anatdmicas e histoquimicas de folhas, caules e raizes de Crotalaria retusa L., e utilizar tais caracteristicas como ferramenta de auxilio na identificagdo
da espécie. As amostras de C. retusa foram coletadas no campus da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN. Estruturas vegetativas foram avaliadas
sob microscopia Optica, para analise anatémica e histoquimica, e eletrénica de varredura. C. retusa apresentou tricomas unicelulares no caule e nas folhas em
ambas as faces, diferindo do observado para a C. spectabilis e outras espécies do género, apresentou ainda idioblastos apenas na regido do parénquima pali¢adico,
estrutura pouco comum entre o género. A andlise histoquimica evidenciou a presenga de amido nos tecidos do parénquima nos diferentes drgdos e auséncia de
compostos lipidicos e fendlicos. Esses resultados evidenciam que a anatomia pode ser utilizada em conjunto com a descrigdo morfoldgica da espécie para resolugdo
de conflitos na identificagdo em casos de maior similaridade.

Palavras-chave: Morfoanatomia; Tricomas; Xique-xique.

Anatomy and histochemistry of Crotalaria retusa I. (Leguminosae -
Papilinoideae)

The genus Crotalaria is one of the largest in the Leguminosae family, with great morphological similarities among some species, such as C. retusa and C. spectabilis,
and insufficient information regarding their morphology, which could facilitate identification. In view of the above, this article aimed to analyze the anatomical and
histochemical characteristics of the leaves, stems and roots of Crotalaria retusa L., and to use these characteristics as a tool to help identify the species. The C.
retusa semple were collected on the campus of the Federal University of Rio Grande do Norte - UFRN. Vegetative structures were evaluated under light microscope,
to analyse the anatomy and histochemistry, and scanning electron microscope. C. retusa presents unicellular trichomes on the stem and leaves on both sides,
differing from that observed for C. spectabilis and other species of the genus, still presented idioblasts only in the region of the palisade parenchyma, an unusual
structure between the genus. A histochemical analysis showed the presence of starch in the tissues of the parenchyma in the different organs and the absence of
lipid and phenolic compounds. These results show that an anatomy can be used in conjunction with a morphological description of the species to resolve conflicts
in identification in cases of greater similarity.
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INTRODUGAO

O género Crotalaria L. (Leguminosae: Papilionoideae), originario da Asia, é o maior género da familia
das leguminosas (LEWIS et al., 2005), compreendendo cerca de 720 espécies, distribuidas principalmente em
areas tropicais e subtropicais da regidao Hemisfério Sul com padrdes morfoldgicos muito convergentes (VAN
WYK, 2005), alguns sdo muito similares, podendo dificultar a identificacdo das espécies dentro do mesmo
género.

As espécies de Crotalaria sdao encontradas em diferentes condi¢cées ambientais, incluindo areas
proximas a rios, a colinas costeiras, a restingas, a bordas de florestas, campos e cerrado (GARCIA et al., 2013).
No Brasil, foram registradas 42 espécies com ocorréncia nos mais variados tipos de vegetacdo (FLORES,
2004). O género é caracterizado como subarbusto ereto com folhas oblanceoladas simples, flores amareladas
e frutas infladas (SANTOS et al., 2005; MATEUS et al., 2013).

Esta espécie Crotalaria retusa é comumente conhecida como cascavel, chocalho ou “xique-xique”
(BASTA et al., 1982), ocorre em sitios antropizados ou cultivados no Brasil (FLORES, 2004). C. retusa é
conhecida por seu papel na revegetacao de solos contaminados (FELIPE et al., 2009) é ainda utilizada como
biomassa seca para reduzir a infestacdo de plantas daninhas (FERREIRA et al., 2010) e empregada na
producdo de fibras e celulose de alta qualidade (MORALES, 2008). Além disso, pode ser usada em rodizios de
culturas para reduzir a quantidade de nematoides no solo (GALBIERI et al., 2011). Devendra et al. (2012)
ressaltam que o extrato de C. retusa tem um amplo espectro de atividades antimicrobianas contra varias
bactérias responsaveis por doencas comuns.

Possui aplicacdo na industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos farmacos com base no
metabolismo intermediario das plantas, uma vez que algumas espécies contém alcaloides, flavondides e
terpendides com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (DEVENDRA et al., 2012). O género
Crotalaria é conhecido por acumular alcaldéides do tipo pirrolizidinicos, um carater fitoquimico com dois usos
terapéuticos, o primeiro com ac¢do antibacteriana, para bactérias com formacdo biofilamentosas, o segundo
€ o combate ao parasita T. vaginales (NEGREIROS NETO et al., 2016).

Poucos estudos anatémicos foram publicados para o grupo descrevem apenas a epiderme foliar ou
a parede celular dos frutos (DEVECCHI et al., 2014). Nos Estudos deste tipo podem ser usados como
ferramenta para identificagdo de espécies, contribuindo, desta forma, com os estudos taxonémicos do grupo
vegetal. Nesse contexto, as pesquisas, sejam elas de cunho morfoldgico, quimiotaxondmico ou citolégico,
sdo de extrema importancia ndo apenas para revisdes na taxonomia do género, como também para melhor
compreensdo da sua descricdo (OSKOLSKI et al., 2014). Desta forma, este estudo teve por objetivo analisar
as caracteristicas anatémicas e histoquimicas dos 6rgdos vegetativos de Crotalaria retusa L., visando auxiliar

na delimitacdo taxonémica da espécie.

METODOLOGIA

A coleta do material vegetal se deu no campus central da Universidade Federal do Rio Grande do
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Norte, em Natal, Rio Grande do Norte, com 20 individuos de Crotalaria retusa L., registro n2 UFRN7337 na
colecdo do Herbdrio da mesma instituicdo. As amostras foram acondicionadas em etanol 70% para
posteriormente serem realizadas sec¢Oes transversais e paradérmicas da por¢do medial da folha;
transversais do caule entre o sétimo e oitavo nd, partindo do dpice para a base, e na regido medial das
amostras de raizes. As sec¢oes foram clarificadas em solucdo de hipoclorito de sédio (8%) e coradas com de
Safranina (1%), e Azul de Alcian (1%) seguindo a metodologia proposta por (KRAUS et al., 1997).

Para testes histoquimicos, foram analisadas amostras frescas de drgaos vegetativos de C. retusa. Para
isso, foram utilizados os reagentes Sudan Il (0,07%) e Lugol (5%) (KRAUS et al., 1997). Analises e captura de
imagens foram realizadas com utilizagdo do microscépio éptico modelo Nikon Eclipse Ni com porta Speed
modelo DS-Ril da Nikon.

Para microscopia eletrénica de varredura, as amostras de folha foram desidratadas por secagem
natural e analisadas com utilizagdo do microscépio eletronico de varredura (modelo Hitachi TM-3000), com

tensdo de aceleracao de 5 e 15 kV e aumentos de 250 a 2000 vezes.

RESULTADOS

Observou-se que as folhas de Crotalaria retusa L. apresentam epiderme unisseriada, ocorre em
ambos os lados do mesofilo. As folhas sdo do tipo anfiestomdticas, os estdmatos sdo anomociticos e estdo
dispostos no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 1A), como observado em outras espécies
de Crotalaria. C. retusa L. possui tricomas tectores unicelulares e filiformes, com células subterminais
reduzidas e células terminais alongadas. Estes tricomas sdo distribuidos uniformemente na superficie abaxial
e adaxial e em toda ldamina foliar (Figura 1C), com uma camada cuticular lisa (Figuras 1C e 2B).

O mesofilo é dorsiventral, composto por duas a quatro camadas de parénquima paligadico e varias
camadas de parénquima lacunar, com células de formato irregular e grandes espacos intercelulares (Figura
1D). Os idioblastos encontrados na espécie estudada sdo alongados, projetam-se da epiderme adaxial e tem
seu prolongamento por todo o parénquima palicadico, até atingir o inicio do parénquima lacunoso (Figuras
1D, E, F).

O caule de C. retusa L. possui formato estrelado (Figura 2A), com epiderme unisseriada, seguida da
hipoderme com células arredondadas e células de parénquima com aspecto mais alongado. Observa-se ainda
a ocorréncia e tricomas tectores, ndo glandulares (Figura 2B), com as mesmas caracteristicas dos tricomas
encontrados nas folhas.

O cortex do caule apresenta células colenquimatosas nas extremidades e parenquimaticas com
aspecto arredondado e em palicada. O cilindro vascular possui varias camadas de células condutoras de seiva
e os raios parenquimaticos em formacao indicando inicio de crescimento secunddrio (Figuras 2A e B).

A raiz apresenta periderme espessa, células do parénquima cortical com acentuada reserva de amido
(Figura 2C), cilindro vascular em crescimento secundario (Figura 2C) com grandes células de metaxilema no
inicio de sua formacdo (Figura 2D). Testes histoquimicos revelaram a presenca de graos de amido nas células

do parénquima cortical do caule, raiz e do mesofilo foliar (Figuras 2C, 2E).

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |111
v.12 - n.8 * Ago 2021



Anatomia e histoquimica de Crotalaria retusa L. (Leguminosa-Papilinoideae)
SILVA, R. A. D.; LIMA, E. R.; SILVA, A. N. E.; SILVA, C. M. M.; LICHSTON, J. E.

DEMat-UFRN 20160472 1544 FL D98 x500 200um  DEMatUFRN

Figura 1: Folhas de Crotalaria retusa L.. A-C: Figura 2: Sec¢Ges transversais de caules e raizes de
Microscopia eletronica de varredura, D-F: Microscopia Crotalaria retusa L. A; B e D: Caule; Ce E: Raiz;; De E:
de luz. A: Superficie foliar; B: Nervura central; C: Detalhe  Testes histoquimicos apresentando amido. CO: Células

dos tricomas tectores; D: Mesofilo; E: Detalhe dos colenquimaticas; PA: Parénquima; T: Tricomas tectores;
idioblastos no mesofilo; F: Detalhe dos idioblastos na AM: Amiloplastos; FL: Floema primario; Fll: floema
folha, coloragdo com iodo. T: Tricoma tector; PP: secundario Xl: Xilema, XII: Xilema secundario.

Parénquima paligadico; PL: Parénquima lacunar;
asterisco: Idioblastos.

DISCUSSAO

A presenca de tricomas do tipo tectores em Crotalaria retusa L. é observada frequentemente para o
género Crotalaria, corroborando com Devecchi et al. (2014). Os pesquisadores estudaram 16 espécies do
mesmo género, nativas do Brasil, e também observaram tricomas do mesmo tipo, se mostrando
caracteristico do género. Os autores ainda destacaram a ocorréncia dos tricomas apenas na face foliar abaxial
das espécies estudadas. Diferentemente do observado no presente estudo para a espécie Crotalaria retusa
L., que apresentou tricomas em ambas as faces foliares e com células basais no mesmo nivel das células
epidérmicas. Em C. retusa, os tricomas do tipo tectores simples ainda estdo presentes no caule, sendo uma
informacdo adicional para a caracterizacdo das espécies de Crotalaria diferindo-as das demais espécies do
mesmo género.

Budel et al. (2009) destacam que a andlise anatébmica dos tricomas, relacionados com a analise
morfoldgica externa dos érgdos vegetativos, possibilita a diferenciacdo de espécies. Moura et al. (2009), ao
estudarem individuos da familia Verbenaceae, destacam que os tricomas tectores em ambas as faces (adaxial
e abaxial) propiciam um microclima similar, tendo altera¢do na densidade e no tipo dos tricomas quando as

espécies sdo afetadas por galha.
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O padrdo de distribuicdo dos estbmatos (anfiestomatico) observado neste estudo para C. retusa L.
corrobora com o apontado por Silva et al. (2013), os autores ressaltaram este padrdao como sendo recorrente
para espécies do género. Diferindo do observado por Devecchi et al. (2014) para C. spectabilis e C. vitellina,
apresentando poucos estématos na superficie adaxial e proximos a nervura central. Os autores ainda
destacaram que a espécie Crotalaria spectabilis |. apresentava mesofilo homogéneo quanto ao tipo de
parénquima, excecdo dentre o género. Diferente do observado para C. retusa, a qual possui parénquima
palicddico e lacunoso de facil distingdo. Ekeke et al. (2020) ao estudarem espécies do mesmo género
observaram variacGes na anatomia das estruturas vegetativas das espécies analisadas e indicaram que a
anatomia propicia diagnosticar as espécies com uma aplicagdo nos estudos de sistematica. Segundo Santos
et al. (2005) os idioblastos mucilaginosos ocorrem em ambas as superficies foliares de espécies do género
Crotalaria. Os idioblastos encontrados na superficie abaxial sdo ovais e menores, enquanto os da superficie
adaxial sdo de forma piriforme e alongados. Estes no presente estudo, para C. retusa ocorrem apenas na
regido do parénquima palicadico e se alongam em direcdo ao lacunoso. Devendra et al. (2012) destacam que
essa estrutura pode estar relacionada a producdo de metabdlitos secundarios. Ja Devecchi et al. (2014) ndo
encontraram idioblastos mucilaginosos no mesoéfilo foliar de nenhuma das 16 espécies de Crotalaria
avaliadas, tornando-se uma estrutura em conjunto com outros caracteres anatdomicos e morfoldgicos
importante para diferenciacdo entre as espécies do género.

Sonje et al. (2013) observaram que a espécie C. hirsuta apresentou caule circular com tricomas ndo
glandulares, corroborando em parte com o observado para Crotalaria retusa L. na atual pesquisa. Em sec¢Ges
transversais foi possivel perceber o caule com aspecto estrelado e nao arredondado, porém, também com
tricomas ndo glandulares, diferindo na quantidade de células que os compdem, bem como na conformacao
e estrutura do observado pelos autores para a C. hirsuta.

Espécies e grupos da familia Lycopodiaceae foram separados com utilizacdo da anatomia do caule,
de acordo com disposicdo e organizagdo das estruturas celulares internos, também da raiz (PITA et al., 2006;
@LLGAARD, 1992), sendo a anatomia do vegetal uma importante ferramenta para auxilio a sistematica para
espécies muito semelhantes como as do género Crotalaria.

As substancias de reservas como amido de ocorréncia na raiz e caule, ainda ocorrem em outras
espécies da familia das leguminosas como observado por (SILVA et al., 2013; MIRANDA et al., 2009), porém
para a espécie estudada também ocorre na folha. Conforme Weidlich et al. (2010), o amido tem sua hidrélise
no tecido o qual é comportado, sendo utilizado como fonte energética para o metabolismo do vegetal. Em
Crotalaria juncea essa substancia encontra-se majoritariamente no citoplasma das células cotiledonares e

eixo hipocoétilo, sdo ainda consumidas no decorrer do desenvolvimento do vegetal (ARAUJO, 2015).

CONCLUSOES

As caracteristicas morfoldgicas apresentadas aqui podem ser utilizadas para elucidar a taxonomia e
identificacdo de espécies do género Crotalaria. Tricomas uniformemente distribuidos em ambas as

superficies foliares, a exclusividade de tricomas ndo glandulares unicelulares nos caules e folhas e a
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identificacdo e arranjo de idioblastos mucilaginosos em folhas de C. retusa, sdo caracteres anatomicos que

ajudam a distinguir a espécie de outras do mesmo género. Outros estudos, com diferentes métodos, sdo

necessarios para testes histoquimicos de folhas, para melhor avaliar os idioblastos mucilaginosos no mesofilo

de Crotalaria retusa e sua conexdao com as propriedades quimicas de interesse.
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