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Resumo: Este estudo descreve a anatomia de folhas e peciolos de dois acessos de Lippia alba ao mesmo
tempo em que busca relacionar essas estruturas a provaveis estratégias adaptativas. As andlises foram
conduzidas em microscopia de luz, complementadas por testes histoquimicos, permitindo detalhar tecidos e
estruturas secretoras. No acesso L001, a epiderme adaxial e abaxial, bem como os parénquimas palicadico
e lacunoso, apresentaram maior espessura em comparag¢do ao L002. Em ambos os acessos, verificou-se
cuticula espessa, folhas anfiestomaticas, mesofilo dorsiventral e parénquima palicadico formado por duas
camadas de células alongadas. Tricomas tectores e glandulares ocorreram nas duas faces foliares. Foram
identificados seis tipos de tricomas glandulares: globoso unicelular, bicelular, bicelular em forma de bulbo,
unicelular de pequena cabega, tricelular e tetracelular. O sistema de venagdo mostrou padrdo semelhante
nos dois acessos. O peciolo do LO01 apresentou contorno convexo com duas projecoes laterais, vasos de
menor didametro médio e area transversal, além de maior densidade vascular. No L002, o peciolo foi eliptico,
com vasos mais largos e de maior area, mas em menor densidade. Os testes histoquimicos indicaram
compostos fendlicos, Oleos essenciais, oleorresinas e lipidios, ressaltando diferengcas anatdmicas e
quimicas entre 0s acessos que podem refletir adaptagées ao ambiente.

Palavras chave: Morfologia foliar, Tricomas glandulares, Erva cidreira.

Anatomy, histochemistry and secretory structures of two accesses of Lippia alba

Abstract: This study describes the leaf and petiole anatomy of two accessions of Lippia alba and aims to
relate these structures to possible adaptive strategies. The analyses were carried out using light microscopy
and complemented by histochemical tests, which allowed a detailed characterization of tissues and secretory
structures. In accession L001, both the adaxial and abaxial epidermis, as well as the palisade and spongy
parenchyma, were thicker compared with accession L002. In both accessions, a thick cuticle, amphistomatic
leaves, dorsiventral mesophyll, and palisade parenchyma composed of two layers of elongated cells were
observed. Both leaf surfaces exhibited tector and glandular trichomes. Six types of glandular trichomes were
identified: unicellular globose, bicellular, bulbiform bicellular, small-headed unicellular, tricellular, and
tetracellular. The venation pattern was similar in both accessions. The petiole of L001 displayed a convex
outline with two lateral projections, vessels with smaller average diameter and cross-sectional area, and
higher vascular density. In L002, the petiole was elliptical, with larger vessels and greater cross-sectional
area but lower density. Histochemical tests revealed the presence of phenolic compounds, essential oils,
oleoresins, and lipids, highlighting anatomical and chemical differences between accessions that may reflect
adaptations to their environment.

Keywords: Leaf anatomy, Trichomes, Erva cidreira.
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Introducao

O género Lippia (Verbenaceae)
compreende mais de uma centena de espécies
distribuidas pela América Latina e Africa,
reconhecidas pela ampla adaptagéo a diferentes
ambientes. Entre elas, a Lippia alba destaca-se
pela importancia social e econébmica e medicinal,
sendo amplamente conhecida no Brasil como
erva-cidreira (Almeida et al., 2018). Essa espécie
apresenta expressiva variabilidade genética e
quimica entre gendtipos, refletida na formacéo de
distintos  quimiotipos de 6leo  essencial
(Hennebelle et al., 2008, Reis et al.,, 2014,
Moreno et al., 2018 & Carvalho et al. 2023a).

A ampla variagdo na composigdo quimica
do 6leo essencial de Lippia alba tem despertado
crescente interesse cientifico, impulsionando
estudos que buscam avaliar o seu potencial
biol6gico sob diferentes condigbes ambientais e
genéticas. O dleo essencial de L. alba apresenta
amplo espectro de bioatividades, com efeitos
antimicrobianos, anti-inflamatérios, digestivos,
calmantes e carminativos (Penido et al.,, 2016,
Carvalho et al., 2023b, Nonato et al., 2023, Froz
et al., 2024 & Silva et al., 2025).

A composicdo e a concentracdo dos
constituintes do éleo essencial variam em
resposta a multiplos fatores bibticos e abidticos.
Aspectos como a interacdo da planta com o
ambiente, a disponibilidade nutricional, a
localizagdo geogréfica, as variagbes sazonais e
0s estresses durante o0 desenvolvimento
influenciam diretamente o perfil quimico, assim
como as etapas de secagem, poés-colheita e
armazenamento (Raut & Karuppayil, 2014).
Estudos recentes reforgam que essa variabilidade
também esta associada a estrutura genética das
populagées, como demonstrado por Tarazona-
Pulido et al. (2024), que evidenciaram diferencas
quimicas entre genoétipos de L. alba a partir de
analises de diversidade genética por RADseq.

Embora a distincdo entre quimiotipos de L.
alba seja tradicionalmente fundamentada na
identificacdo dos compostos majoritarios do éleo
essencial, abordagens anatémicas e
histoquimicas tém se mostrado complementares
e estratégicas. Essas técnicas permitem
correlacionar estruturas secretoras, tecidos
especializados e padrdes de secregdo com a
sintese e o acimulo de metabdlitos, oferecendo
subsidios valiosos para o controle de qualidade
da matéria-prima vegetal e para a compreensao
funcional dos mecanismos de adaptacao e defesa

da espécie (Batista et al. 2016, Sa et al. 2016,
Jacomassi et al., 2007, Rodrigues et al., 2009 &
Thadeo et al., 2009).

Diante desse contexto, o presente estudo
teve como objetivo caracterizar a anatomia, a
histoquimica e as estruturas secretoras de dois
acessos de L. alba cultivados no municipio de
Cruz das Almas, Bahia, Brasil, buscando integrar
informacdes morfoanatbmicas e quimicas que
contribuam para o entendimento da variabilidade
intraespecifica e de suas possiveis implicacbes
adaptativas.

Material e método

Os acessos de Lippia alba (Mill.) N. E.
Brown utilizados no presente estudo foram
amostrados no campo experimental do Centro de
Ciéncias Agrérias, Ambientais e Bioldgicas
[CCAAB] da Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia [UFRB], no municipio de Cruz das
Almas, Bahia, Brasil. Foi realizada a poda das
plantas-matrizes dos acessos L0001 e L0O02 a 20
cm do solo, a fim de estimular a brotacdo de
novas folhas. Ap6s 60 dias, foram coletadas
folhas completamente expandidas a partir do
quinto né, do apice para a base. Duas folhas de
cada repeticdo foram coletadas, com seis
repeticdes por acesso, totalizando 12 amostras
por acesso. Exsicatas desses acessos foram
depositadas no Herbario da UFRB, sob os
ndmeros de registro HURB 8793 (Acesso L001) e
HURB 8794 (Acesso L002).

As amostras de folhas e peciolos coletadas
foram imediatamente fixadas em FAA50
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 50%,
nas proporgoes 5:5:90, ViViv), por
aproximadamente 48 horas. Em seguida, foram
armazenadas em alcool etilico a 70% (Johansen,
1940). Para as andlises anatdmicas, fragmentos
de 0,5 x 0,5 cm retirados da regido central das
folhas e 0,5 cm do peciolo de cada amostra foram
desidratados em série etilica crescente e
incluidos em resina de metacrilato (Historesin-
Leica), de acordo com as recomendacbes do
fabricante. Posteriormente, cortes de 5 um de
espessura foram obtidos em micrétomo rotativo.
As secgdes foram montadas em laminas
histolégicas e coradas com azul de toluidina
(O’Brien et al.,, 1964), durante 10 minutos,
visando a coloragdo metacromatica das
estruturas celulares. Para a montagem das
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laminas permanentes utilizou-se resina sintética
(Permount®).

Apds a preparacao, utilizou-se
fotomicroscépio (Olympus AX70) com sistema
UPhoto acoplado a um computador para
obtengao das imagens digitais. As imagens foram
analisadas no software Image Pro-Plus 4.0.
Foram mensuradas a espessura total da secéo
transversal, o parénquima palicadico, o
parénquima lacunoso, a epiderme abaxial e a
epiderme adaxial, na regido intervascular da
lamina foliar. As mensuracbes foram realizadas
nas 12 repeticbes de cada acesso, sendo
tomadas dez medidas por repeticdo, para
posterior andlise estatistica. Para
fotodocumentacao dos tricomas e determinacao
dos padrées de venacdo, fragmentos de
aproximadamente 1 cm? foram submetidos ao
processo de diafanizacdo, de acordo com o
protocolo de Strittmatter (1973), e imediatamente
fotografados. Para descricdo e classificacao dos
padrées de venacgdo, utlizou-se o Leaf
Architecture Manual do Smithsonian Institute (Ash
et al., 1999).

Para as andlises histoquimicas, o
processamento das amostras seguiu 0 mesmo
procedimento utilizado para o teste com azul de
toluidina. Entretanto, foram aplicados corantes
especificos para cada componente testado,
exceto no teste para 6leos essenciais, em que se
utiizou material fresco. Nesse caso, cortes
transversais foram realizados no terco médio das
folhas em micrétomo de mesa. Os testes
histoquimicos empregados foram: Sudan IV
(Pearse, 1972), para lipidios totais; cloreto férrico
(Johansen 1940), para compostos fendlicos; azul
de toluidina (O’Brien & McCully 1981), para fenois
estruturais e néo estruturais; vermelho de ruténio
(Johansen 1940), para pectinas; reagente NADI
(David & Carde, 1964), para 6leos essenciais;

ponceau xilidina (Vidal 1970), para proteinas;
reagente de Wagner (Furr & Mahlberg 1981) e
reagente de Dittmar (Furr & Mahlberg 1981), para
alcaloides; e reagente de Schiff (PAS) (O’Brien &
McCully 1981), para polissacarideos totais. As
amostras foram montadas em |aminas
permanentes com Permount, para aquelas
incluidas em resina, e em laminas
semipermanentes com glicerina 30%, para as nao
incluidas em resina.

Os dados obtidos a partir das medicoes
anatébmicas das folhas e dos peciolos dos
acessos de L. alba foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) em delineamento inteiramente
casualizado, considerando os dois acessos como
tratamentos. Para as varidveis que apresentaram
diferencas significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do software R (R Core
Team, 2023).

Resultados e discussao

A analise micromorfométrica revelou
diferencas estruturais entre os acessos de Lippia
alba. O acesso L001 apresentou maior espessura
do mesofilo, da epiderme em ambas as faces, do
parénquima pali¢cadico e do parénquima lacunoso
em comparagdo ao acesso L002 (Tabela 1). Em
ambos os acessos, verificamos cuticula espessa
recobrindo a epiderme unisseriada, folhas
anfistomaticas e meséfilo dorsiventral, com
parénquima paligddico formado por duas
camadas de células alongadas (Figura 1A e B).
Na nervura central, observamos colénquima em
ambas as faces, sendo mais espesso em direcao
a epiderme abaxial (Figura 1C e D).

Tabela 1 - Medidas anatomicas foliares em dois acessos de Lippia Alba

Parametros

Mesofilo (mm)

Epiderme adaxial (mm)
Parénquima paligadico (mm)
Parénquima lacunoso (mm)
Abaxial epidermis (mm)

Acessos
LOO1 L002
0.371 £ 0.09a 0.187 £ 0.09b
0.043 £0.01a 0.025 £ 0.02b
0.172 £ 0.05a 0.096 £ 0.03b
0.135+0.03a 0.063 £ 0.04b
0.023 £ 0.00a 0.013+0.01b

Médias seguidas pela mesma letra mindiscula na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Figura 1 - Secéo transversal da folha de Lippia alba, as setas evidenciam presenga de compostos do
metabolismo secundario. A e C: Acesso L001; B, D e F: Acesso L002. st: estdmatos, ep:
epiderme, pp: parénquima pali¢adico, Ip: parénquima lacunoso, tt: tricoma tector, gt: tricoma
glandular, vb: feixes vasculares. Barras= 50 pm

. Fonte: Dados da pesquisa.

Esses resultados corroboram descrigdes
anteriores sobre a anatomia de L. alba, que
caracterizam a espécie como anfiestomatica, com
epiderme recoberta por cuticula e mesdfilo
dorsiventral, e variagdo na disposicdo do
parénquima paligadico, que pode ser unisseriado
ou bisseriado de acordo com o morfotipo ou
quimiotipo (Santos, Inneco, Soares, 2004 & Jezler
et al., 2013). Pesquisas posteriores confirmaram
esses padroes estruturais e acrescentaram
informagdes sobre a ocorréncia de tricomas
tectores e glandulares, além de diferengas na
espessura cuticular e na densidade estomatica
entre gendtipos de distintos quimiotipos (Peixoto
et al., 2017, Reboucgas & Ferreira, 2024).

O maior espessamento do mesofilo e das
camadas  paligddicas no acesso  L0O1
provavelmente reflete adaptagcdo a alta
irradiancia, protegendo os fotossistemas da foto-
oxidagdo (Kim et al, 2005, Carriqui, Nadal &
Flexas, 2021). Esse padrdao também foi
observado em Schinus terebinthifolius e Vitis
vinifera, em que o aumento do parénquima
palicadico ou epidérmico atua como barreira
contra o estresse térmico e alta radiacao (Sabbi,
Angelo, Boeger, 2010 & Salem-Fnayou et al.,
2011). Além disso, cuticulas mais espessas
contribuem para reduzir a perda de &gua,

aumentando a tolerancia a condigbes ambientais
extremas (Li & Xin'e et al., 2025).

Tricomas tectores e glandulares foram
observados em ambas as faces foliares dos
acessos avaliados (Figura 1). Os tricomas
tectores eram unicelulares, de tamanhos
variados, com apice agudamente curvado, e
dispostos densamente na superficie das folhas
(Figura 1E e F). Estruturas desse tipo, quando
presentes em alta densidade, podem atuar como
barreira mecanica contra temperaturas extremas,
excesso de radiagdo luminosa e perda de agua
(Chen et al., 2022). J& os tricomas glandulares,
além de refletirem luz, inclusive radiacao
ultravioleta, desempenham fung¢des relacionadas
a regulacédo térmica, defesa contra herbivoros e
insetos, orientacao de polinizadores e reducao da
transpiracao (Zhang et al., 2021).

Em ambos os acessos de L. alba
identificaram-se  seis  tipos de tricomas
glandulares: tipo |, cabega globosa unicelular
(Figura 2A, G); tipo I, cabeca bicelular (Figura
2B, H); tipo Ill, cabega bicelular em bulbo (Figura
2C, 1); tipo IV, pequena cabeca unicelular (Figura
2D, J); tipo V, cabeca tricelular (Figura 2E, K); e
tipo VI, cabeca tetracelular (Figura 2F, L).
Estudos anteriores confirmam essa diversidade:
Jezler et al. (2013) descreveram seis tipos ao
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comparar os morfotipos “cidreira” e “melissa’,
enquanto Santos, Inneco e Soares (2004), ao
analisar o] quimiotipo limoneno-carvona,
identificaram trés tipos, sendo dois coincidentes

com este estudo (tipos | e ll). Essas variagcbes
indicam que diferentes gendtipos de L. alba
apresentam elevada plasticidade anatémica nos
tricomas glandulares.

Figura 2 - Fotomicrografias de Lippia alba. Folha diafanizada. (A, B, C, D e F): Acesso L001; (G, H, I, J, K, e

L): Acesso L02. Barras = 50 pm.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os tricomas constituem adaptagbes a
ambientes xéricos e de alta radiagdo, criando
uma atmosfera saturada de vapor d’agua ao redor
das folhas e reduzindo transpiracdo e perda
hidrica (Garcia-Tejera, Ritter & Regalado, 2024).
Essa camada protetora aumenta a resisténcia a
troca gasosa e hidrica (Zahedi et al., 2025) e
permite maior abertura estomdtica, mantendo a
fotossintese mesmo sob  déficit  hidrico
(Hernandez & Park, 2022). Tricomas tectores
diminuem a perda de umidade na face estomatica
(Gasparini et al.,, 2021), enquanto tricomas
glandulares, ao secretarem compostos lipofilicos,
criam microambiente hidrofébico, mitigando o
estresse hidrico e térmico (Xie et al., 2023).

O sistema de venagéao foliar, responséavel
pelo transporte de agua e nutrientes e pelo
suporte mecéanico das laminas, também ¢é util em
estudos taxondmicos (Kaplan & Specht, 2022).
Nos acessos de L. alba observamos venagéao

pinada e eucamptodromica, com veios de até
quinta ordem, veios intersecundarios, terciarios
reticulados  sinuosos e  quaternarios e
quinternarios formando poligonos regulares. As
arebles apresentaram trés a quatro lados bem
desenvolvidos, e os  venuleos  foram
predominantemente ndo ramificados (Figura 3A e
D).

O acesso L002 apresentou maior
densidade de venagao (19,58 mm de veios/mm?)
em comparagdo ao LOO1 (15,19 mm de
veios/mm?2), caracteristica associada a maior
eficiéncia no transporte hidrico e nutricional,
conferindo vantagens adaptativas em ambientes
de restricdo hidrica (Kaplan & Specht, 2022).
Além disso, maior densidade de venagdo pode
favorecer o crescimento, a produgdo e o
transporte de metabdlitos secundarios, como
Oleos essenciais, ao facilitar a distribuicdo de
fotoassimilados e otimizar a relagao fonte-dreno.
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Figura 3 - Densidade de venagéao da folha de dois acessos de Lippia alba. (A e C): Acesso L001; (B e D):
Acesso L002. Barras (A e B) = 300 um; Barras (C e D) = 100 pm

Fonte: Dados da pesquisa.

A analise dos peciolos evidenciou
diferengas entre o0s acessos: L0O01 que
apresentou contorno convexo com duas
projecbes abaxiais contendo polos adicionais de
tecido condutor (Figura 4A), enquanto L002 exibiu
contorno eliptico com dois polos préximos ao
sistema  vascular  (Figura  4B). Ambos
apresentaram epiderme unisseriada com cuticula

delgada, sistema vascular em arco e tricomas
tectores e glandulares. Tais caracteristicas
peciolares possuem valor diagnéstico em
espécies medicinais e sdo relevantes para
estudos taxondmicos e farmacogndsticos (Reis et
al.,, 2004, Braga et al.,, 2009 & Marques et al.,
2009).

Figura 4 - Sec¢éao transversal do peciolo de Lippia alba. (A): Acesso L001; (B): Acesso L002. Barras= 100

um.

Fonte: Dados da pesquisa.
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O peciolo do acesso L002 apresentou
maior area de secdo transversal e de tecido
vascular, sugerindo maior capacidade de
transporte de agua, sais minerais e
fotoassimilados (Tabela 2), porém com vasos de
maior didmetro, o que pode aumentar a
suscetibilidade a cavitagdo em condicdes de

déficit hidrico (Vasellat et al, 2001). Em
contraste, o acesso L0001, com maior densidade
de vasos e menor area transversal, tende a ser
menos vulnerdvel a esse processo, indicando
maior resiliéncia fisiologica em ambientes de
baixa disponibilidade hidrica

Tabela 2 - Medidas anatémicas do peciolo de dois acessos de Lippia alba

Parametros Acessos
LOO1 L002
Area da secao transversal (mm2) 0.830 £ 0.11b 1.668 £ 0.15a
Area de tecido vascular (mm2) 0.153 £ 0.03b 0.303 £ 0.02a
Area do parénquima (mm2) 0.677 £0.09b 1.365 +0.15a
Diametro médio dos feixes (mm) 0.0161 £0.01a 0.0173 £ 0.00a
Area média dos feixes (mm2) 0.000223 + 0.00a 0.000241 + 0.00a
Densidade de feixes (n® de feixes/mm?) 2197.26 + 418.82a 1187.26 £ 121.62b
Area de xilema (mm2) 0.091 £0.01b 0.198 £ 0.01a
Area floema(mm?) 0.062 + 0.02b 0.105 £ 0.02a

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)

Nos acessos L001 e L002 de L. alba, os
produtos secretados apresentaram reagdes
histoquimicas semelhantes, com estruturas
dispersas ao longo das laminas foliares. Nao
foram detectados polissacarideos, alcaloides,
proteinas ou pectinas nos tricomas, enquanto o
azul de toluidina evidenciou compostos fendlicos
entre o parénquima paligadico e o lacunoso
(Figura  5A-B). Oleos  essenciais  foram
identificados em tricomas glandulares e células
da nervura central (Figura 5C, D, J), e
oleorresinas em tricomas glandulares e tectores,
além de células da nervura central e da epiderme
(Figura 5E-I). Esses compostos estdo associados
a defesa antibacteriana, antifingica, inseticida e
anti-herbivora, bem como ao favorecimento da
polinizagdo e dispersdao de sementes (Olivero-
Verbel et al., 2014 & Tomazoni et al., 2016).

A presenca de compostos fendlicos em
grande quantidade foi detectada nas células do
mesofilo e nos tricomas glandulares de ambos os
acessos, evidenciada pela coloracdo marrom ou
preta com o uso de cloreto férrico a 10% (Figura
5K, L, M e N). Estes compostos apresentam
propriedades antioxidantes, ja demonstradas em
estudos in vitro (Tohidi, Rahimmalek & Arzani,
2017).

A reagdo com Sudan IV demonstrou
lipidios em tricomas glandulares, tectores e
células epidérmicas (Figura 50, P e Q). Esses
compostos conferem atividade antimicrobiana aos
Oleos essenciais, principalmente pela
desestabilizagdo da membrana plasmatica, que
compromete sua integridade e permite a acao
biol6gica (Inouye, 2003, Ahmad et al., 2011, Tian
et al.,, 2012 & Chen et al., 2013).

A analise histoquimica  evidenciou
oleorresinas em tricomas glandulares (Figura 5G,
H e I), tectores (Figura 5F) e células epidérmicas
e da nervura central (Figura 5E e F), associadas a
protegdo hidrica, regulagdo térmica e defesa
quimica. Tricomas tectores sdo recorrentes no
género Lippia e em Verbenaceae (Argyropoulou
et al., 2010, Batista et al., 2016, Silva, Tozin &
Rodrigues, 2016), e oleorresinas de fungéo
semelhante ja foram descritas em outras
espécies, como Dysphania  ambrosioides
(Rodrigues-Corréa & Fett-Neto, 2013, Meira et al.,
2014 & S& et al., 2016). Tais achados reforgam
que a producdo de compostos fendlicos, dleos
essenciais e oleorresinas € caracteristica
conservada em L. alba, favorecendo sua
adaptabilidade a ambientes xéricos.
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Figura 5 - Detalhe do limbo de Lippia alba. (A e B): mesofilo, estruturas de armazenamento de compostos
fendlicos corados de roxo com azul de toluidina, dos acessos L0011 e L002, respectivamente; (C,
D, G, | e J): Oleos essenciais, corados em azul-violeta com reagente NADI (E, F, G, H e I):
oleoresina corada em purpura com reagente NADI; (K, L, M e N): compostos fendlicos corados
em castanho ou negro com Cloreto férrico 10%; (O, P e Q): lipidios totais corados de vermelho
com Sudan IV. ep: epiderme, Ip: parénquima lacunoso, tt: tricoma tector, ss: estrutura de
armazenamento de compostos fendlicos. Barras= 50 um

. Fonte: Dados da pesduisa.

Conclusao

Os acessos de Lippia alba avaliados neste
estudo revelam diferencas anatdbmicas que
refletem estratégias adaptativas a condi¢des de
déficit hidrico e altas temperaturas. O acesso
LOO1 apresenta maior espessura das epidermes
adaxial e abaxial, do parénquima palicadico e do
lacunoso, além de maior densidade de vasos e
venagdo, embora com menor area de secgao

‘3,“:,1 R :‘ R T
R .1‘ ‘ "’ 3 l“l\ ) ‘ Y

transversal do peciolo, o que sugere maior
protecao fisiolégica contra cavitagdo e perda de
agua. O acesso L002, por sua vez, destaca-se
pela maior densidade de venacao,
potencialmente favorecendo a condugao de agua
e nutrientes. Adicionalmente, o0s produtos
secretados pelos tricomas reforgam a resisténcia
a herbivoros e patégenos, bem como a protecao
frente a fatores abidticos, evidenciando a
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integracdo entre mecanismos anatdbmicos e
quimicos na adaptabilidade da espécie.
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