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Diagnostic signs of morphological 
and anatomical structure  
of Medicago falcata L. raw materials

Topiciality. Flora of Azerbaijan has a diverse vegetation cover and is rich in choice. However, today these sources 
of raw materials are not fully used to meet the needs of medicine and national economy. We conducted a resource recon-
naissance survey of species of the genus Medicago in Azerbaijan and identified regions of mass growth. New natural habi-
tats are located in different environmental conditions and it is possible to change the diagnostic features of the morpho-
logical and anatomical structure of plant materials, as well as the chemical composition. The combination of additional 
morphological and anatomical features allows a more accurate determination of the authenticity of the raw material.

Aim. To study the diagnostic signs of morphological and anatomical structure of Medicago falcata L. raw materials 
from the flora of Azerbaijan.

Materials and methods. Plant samples were fixed in a solution made in 0.1 M phosphate buffer (pH = 7.4), containing 
2.5 % glutar-aldehyde, 2 % paraformal-aldehyde, 4 % sucrose, and 0.1 % picric acid. The fixed materials have been sub-
mitted to the Electron Microscopy Laboratory of the Azerbaijan Medical University for study by electron microscopy. 
Samples have been postfixed in 1 %-osmium tetraoxide solution prepared in phosphate buffer (pH 7.4) within two hours 
after being left in the same fixer for one day. Araldite-Epon blocks made from materials using general methods adopted 
in electron microscopy. The semi-thin (1-2  µm) sections from the blocks taken on a EM UC7 (Leica, Germany) ultramicrotome, 
stained with methylene blue, azure II, and basic fuchsin were observed under microscope Primo Star (Zeiss, Germany) 
and images of required parts were shot with EOS D650 (Canon, Chine) digital camera. 

Results and discussion. Multicellular trichome covered on both leaf sides. Adaxial epidermis a sheet plate have 
sinuous cells, and abaxial epidermis have differed slightly sinuous cells with clear-shaped walls. In leaflet anatomy of 
plant vascular bundles are of the collateral type. Stomatas are located from both sides of a leaf. Stomata belong to aniso-
cytic structure. The epidermis of the stem consists of elongated thick-walled cells with anisocytic stomata. The calyx is 
densely covered by trichomes. The outer epidermis of cross-section of the keel petals cells is the wing horns cells form. 
And inner epidermis consists of oval cells. Mesophyll cells inside the leaf consist of loose spongy cells on the underside 
with several conducting bundles (dorsoventral).

Conclusions. Morphological and anatomical studying of raw material Medicago falcata L. has shown, that there 
are prominent features of a structure:four large conductive bundles are located on the cross section of the stem at the corners 
of the ribs on two sides. Between angular conductive bundles, there are three conductive bundles, and the other two 
sides are located along one conductive bundle. Therefore, M. Falcata L. differs from M. Sativa L. The epidermis of the stem con-
sists of elongated thickened-walls cells with anisocytic stomata. The indicated diagnostic morphological and anatomical 
characters could be used in the compilation of a monograph and in identifying plant materials on the raw material of 
Medicago falcata L. 
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Актуальність. Флора Азербайджану багата на різноманітний рослинний покрив і відрізняється багатством 
вибору. Однак ці джерела сировини на теперішній час недостатньо повно використовуються для задоволення 
потреб медицини і народного господарства. Нами проведено ресурсне рекогностичне обстеження видів роду 
Medicago на території Азербайджану, в результаті якого виявлені регіони масового зростання. Нові ареали роз-
ташовані в різних екологічних умовах, тому можливі зміни діагностичних ознак морфологічної і анатомічної бу-
дови рослинної сировини, а також хімічного складу. Сукупність додаткових морфологічних і анатомічних ознак 
дозволяє здійснити більш точне визначення автентичності сировини.

Мета роботи. Метою роботи було визначення діагностичних ознак морфологічної і анатомічної будови 
сировини Medicago falcate L. з флори Азербайджану.

Матеріали та методи. Матеріал для досліджень фіксувався сумішшю 2,5 % розчину глютаральдегіду, 2 % 
розчину параформальдегіду і 0,1 % розчину пікринової кислоти на фосфатному буфері (рН = 7,4). Подальша 
постфіксація проводилася в 1 % розчині чотириокису осмію і в 1,5 % розчині фериціаніду калію на 0,1 М фос-
фатному буфері (рН = 7,4) впродовж 1,5-2 годин. Подальша обробка матеріалу – зневоднення і заливка в арал-
дит і Епон-812 проводилася за загальноприйнятою методикою. Виконання напівтонких зрізів було зроблено на 
ультрамікротомі EM UC7 (Leica, Germany). Напівтонкі зрізи (1-2 μm) фарбували за допомогою трихромного фар-
бування (метиленовим синім, АЗУР II, фуксином), а потім були переглянуті під мікроскопом Primo Star (Zeiss, 
Germany). Зображення були одержані за допомогою цифрової фотокамери EOS D650 (Canon, Japan).



[52] Фармацевтична хімія та фармакогнозія

Український біофармацевтичний журнал, № 3 (64) 2020ISSN 2311-715X (Print) ISSN 2519-8750 (Online)

Результати та їх обговорення. Верхній і нижній бік листка вкритий багатоклітинними волосками. Верхній 
епідерміс складається зі щільно прилеглих один до одного сильнозвивистих клітин і продихів. Нижній епідер-
міс містить слабкозвивисті клітини з чітко розрізнюваними стінками і продихами. В анатомії листка судинні 
пучки мають колатеральний тип будови. Продихи розташовані на обох боках листка і відносяться до анізоцит-
ної будови. Епідерміс стебла складається з великих витягнутих товстостінних клітин з продихами анізоцитного 
тіпу. Чашечка квітки густо покрита волосками. На епідермісі зовнішнього боку віночка є клітини трикутної 
форми, що нагадують піки, з внутрішнього боку великі округлі клітини чергуються з дрібними кліттинами. 
Мезофіл листка складається з пухких губчастих клітин на нижньому боці з декількома провідними пучками 
(дорсовентральними).

Висновки. Морфологічне і анатомічне вивчення лікарської рослинної сировини трави M. Falcata L. показа-
ло, що є такі характерні особливості будови: на поперечному зрізі стебла по кутах ребер знаходяться чотири ве-
ликих провідних пучки, на двох боках між кутовими провідними пучками присутні по три провідних пучки, а на 
двох інших боках розташовано по одному провідному пучку. Саме цим M. Falcata L. відрізняється від M. Sativa L. 
Епідерміс стебла складається з витягнутих товстостінних клітин з анізоцитними продихами. Зазначені морфо-
логічні і анатомічні діагностичні ознаки можуть бути використані при складанні монографії на сировину і при 
ідентифікації рослинної сировини трави Medicago falcata.
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Актуальность. Флора Азербайджана располагает разнообразным растительным покровом и отличается 
богатством выбора. Однако эти источники сырья на сегодняшний день недостаточно полно используются для 
удовлетворения потребностей медицины и народного хозяйстства. Нами проведено ресурсное рекогностиро-
вочное обследование видов рода Medicago на территории Азербайджана и выявлены регионы их массового 
произрастания. Новые ареалы расположены в различных экологических условиях, поэтому возможны измене-
ния диагностических признаков морфологического и анатомического строения растительного сырья, а также 
его химического состава. Совокупность дополнительных морфологических и анатомических признаков позво-
ляет более точное определение подлинности сырья. 

Цель работы. Целью работы явилось определение диагностических признаков морфологического и ана-
томического строения сырья Medicago falcate L. из флоры Азербайджана. 

Материалы и методы. Материал для исследований фиксировался смесью 2,5 % раствора глютаральде-
гида, 2 % раствора параформальдегида и 0,1 % раствора пикриновой кислоты на фосфатном буфере (рН = 7,4). 
Последующая постфиксация проводилась в 1 % растворе четырехокиси осмия и в 1,5 % растворе феррицианида 
калия на 0,1 М фосфатном буфере (рН = 7,4) в течение 1,5-2 часов. Дальнейшая обработка материала – обезвожи-
вание и заливка в Аралдит и Эпон-812 проводилась по общепринятой методике. Получение полутонких срезов 
было произведено на ультрамикротоме EM UC7 (Leica, Germany). Полутонкие срезы (1-2 μm) окрашивались 
с помощью трихромного окрашивания (метиленовым синим, азур II, фуксином) и были просмотрены под микро-
скопом Primo Star (Zeiss, Germany). Изображения были сфотографированы цифровой фотокамерой EOS D650 
(Canon, Japan). 

Результаты и их обсуждениe. Верхняя и нижняя сторона листа покрыта многоклеточными волосками. 
Верхний эпидермис состоит из плотно прилегающих друг к другу сильноизвилистых клеток и устьиц. Нижний 
эпидермис имеет слабоизвилистые клетки с четко различимыми стенками и устьицами. В анатомии листа со-
судистые пучки имеют коллатеральный тип. Устьица расположены на обеих сторонах листа и относятся к анизо-
цитному строению. Эпидермис стебля составлен из крупных вытянутых толстостенных клеток с устьицами  
анизоцитного типа. Чашечка цветка густо покрыта волосками. На эпидермисе наружной стороны венчика имеют-
ся клетки треугольной формы, напоминающие шпики, с внутренней стороны крупные округлые клетки череду-
ются с мелкими клетками. Мезофилл листа состоит из рыхлых губчатых клеток на нижней стороне с несколь-
кими проводящими пучками (дорсовентральный). 

Выводы. Морфологическое и анатомическое изучение лекарственного растительного сырья травы M. Falcata L.  
показало, что имеются следующие характерные особенности строения: на поперечном срезе стебля по углам 
рёбер находятся четыре крупных проводящих пучка, на двух сторонах, между угловыми проводящими пучками, 
присутствуют по три проводящих пучка, а на двух других сторонах расположено по одному проводящему пучку. 
Этим M. Falcata L. отличается от M. Sativa L. Эпидермис стебля состоит из вытянутых толстостенных клеток с анизо-
цитными устьицами. Указанные морфологические и анатомические диагностические признаки могут быть исполь-
зованы при составлении монографии на сырьё и при идентификации растительного сырья травы Medicago falcata.

Ключевые слова: анатомия; морфология; растительное сырьё; Medicago falcata L.; диагностические признаки

INTRODUCTION
Flora of Azerbaijan has a diverse vegetation cover 

and is rich in choice. However, these sources of raw ma-
terials today are not fully used to meet the needs of me- 
dicine and national economy. The main reason for this is 
the insufficient study of the chemical composition and 

biological activity of plants and the lack of information 
about the raw material base [1]. 

The genus Medicago a perennial herbaceous plant from 
the legume family (Leguminosae) consists of more than 
100 species common in Europe, Africa, Asia. In Azerbaijan, 
the genus Medicago L. is represented by 21 species [2].
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Species of the genus Medicago, growing in various 
regions of the world, have been studied in chemical com-
position and biological activity [3, 4, 5].

For the first time, flavonoids laricitrin, genistein, and 
biochanin A were isolated from the aerial part of M. lit-
toralis [6]. The quantitative content of isoflavonoids for-
mononetin, genistein and irilone in the species M. orbi- 
cularis, M. doliata and M. arabica was significantly higher 
than in raw material soybean and red clover [7]. Triter-
pene saponins were isolated from the roots of M. sativa 
and M. truncatula and identified as medicagic acid, he- 
deragenin, soyasapogenol B and E [8]. Extract of the spe-
cies M. minima, M. tornata, M. truncatula, M. scutelata, 
M. segitalis and M. sativa were screened for antioxidant, 
cytotoxic and antimicrobial activity. M. segitalis showed 
the highest antioxidant activity. M. rigidula showed the least 
antioxidant activity [9].

M. sativa extract has hepatoprotective and antioxi-
dant properties under stress [10]. Microscopic features 
and physicochemical parameters for standardizing plant 
materials of M. sativa were established [11].

We conducted a resource reconnaissance survey of 
species of the genus Medicago in Azerbaijan and identi-
fied regions of mass growth. We conducted a preliminary 
phytochemical analysis of the aerial mass of M. falcata 
harvested during the flowering phase and established 
the presence of flavonoids, coumarins, triterpene sapo-
nins and other, less important substances in it.

New natural habitats are located in different envi-
ronmental conditions and it is possible to change the diag-
nostic features of the morphological and anatomical struc-
ture of plant materials, as well as the chemical composition.

In some monographs on raw materials, a limited num-
ber of characters are given, and sometimes features cha- 
racteristic of a family or genus are indicated. The plant 
material “herb” is harvested in the flowering phase and 
it is desirable to give signs regarding pollen, seeds, co-
rolla. The combination of additional morphological and 
anatomical features allows a more accurate determina-
tion of the authenticity of the raw material.

The aim is to study of diagnostic signs of the morpho-
logical and anatomical structure of Medicago falcata L. 
from the flora of Azerbaijan.

MATERIALS AND METHODS
The samples for research were collected during their 

flowering time in May 2019, in the Shamakhi region 
(40.6427°N, 48.6267°E) of the Republic of Azerbaijan. 
Plant samples were fixed in a solution made in 0.1 M phos-
phate buffer (pH = 7.4), containing 2.5 % glutar-aldehy- 
de, 2 % paraformal-aldehyde, 4 % sucrose, and 0.1 % pic-
ric acid. The fixed materials were submitted to the Elec-
tron Microscopy Laboratory of the Azerbaijan Medical 
University for study by electron microscopy. Samples were 
postfixed in 1 %-osmium tetraoxide solution prepared 
in phosphate buffer (pH 7.4) within two hours after being 
left in the same fixer for one day. Araldite-Epon blocks 
were made from materials using general methods adop- 

ted in electron microscopy [12]. The semi-thin (1-2 µm) 
sections from the blocks taken on a EM UC7 (Leica, Ger-
many) ultramicrotome, stained with methylene blue, azu- 
re II, and basic fuchsin were observed under microscope 
Primo Star (Zeiss, Germany) and images of required parts 
were shot with EOS D650 (Canon, Chine) digital camera [13]. 

RESULTS AND DISCUSSION
Morphological characteristics
M. falcata L. is perennial plant belonging to the genus 

Medicago of the family Leguminoase. The plant is erect 
or stems prostrate to upright, arising from the crown, up to 
40-60 (100) cm, roots well-branched, rarely taproot or 
rhizomatous. Leaves and stems covered sparsely to den- 
sely with hairs. Leaves are oblong or obovate with ser-
rations, compound, the base is narrowed, the upper and 
the lower surface is hairy. The length of leaflet is 8-20 mm. 
The apex of the leaflet is acute. Stipules entire or toothed 
at their base. The stem, leaf rachis and peduncle are co- 
vered with hairs also (Fig. 1). Petioles are 0.3-1.5 mm.  
Stipules are 0.4-0.9 mm, lanceolate. Inflorescence is 1.1-2.5 cm, 
dense raceme. It has raceme of small yellow flowers fol-
lowed by fruits containing 10-18 seeds. Seeds are flat, 
yellow brown, 10-12 mm long, semi-spiral, glabrous or 
slightly hairy. 

Anatomical characteristics
Leaflet anatomy 
The transverse sections of leaflets show that the upper 

and lower epidermis consist of uniseriate, oval or isodia-
metric cells with adaxial and abaxial cuticles. The lower 
epidermal cells are similar to those on the adaxial sur-
face there are some slightly sinuous cells with clear-sha- 
ped walls. Both leaf surfaces have stomata (Fig. 2). Epi-
dermal cells are tightly linked to each other and stoma 
belongs to the anisocytic structure. Mesophilic – chloren-
chyma tissue consists of 1-2 layered the palisade paren-
chyma cells and 4-5 layered spongy parenchyma cells (Fig. 3). 
The mesophyll tissue separated into a distinct palisade 
zone in the adaxial portion of the leaf, and spongy meso-
phyll in the abaxial portion. The spongy parenchyma cells 
are present isodiametric spongy parenchyma cells with 
large intercellular spaces. There are more trichomes pre-
sent both surfaces, especially along the veins.

Steam anatomy
The stem is about square in cross section. The stem 

epidermis is composed of large elongated thick-walled 
cells with stomata of the anisocytic type. Vascular bund- 
les are located in the angles of the axis. Vascular bundles 
in M. Falcata L. are collateral. The epidermis is underlain  
by chlorenchyma and collenchyma and the innermost layer 
of the cortex is the starch sheath. Collenchyma tissue is 
composed of cells withthick cell walls. Pith is composed 
of large, compactly arranged parenchyma cells. Phloem 
and xylem are well developed. Phloem parenchyma and 
companion cells are present in the phloem. The center 
of the is occupied by the pith.The pith region of the stem 
consists of parenchymtic cells and some of them include 
dark secretions (Fig. 4). 
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a) b) c)

d) f) e)

Fig. 1. Morphological characteristic of M. falcata L. a) hairs of lower side of leaves; b) stem with hairs;  
d); f) the upper and lower side of leaves; c); e) inner side of calyx with hairs

a) b) c)

d) f) e)

Fig. 2. Leaf and stem epidermises: a); d) upper epidermis of leaf with stomata;  
c); f) lower epidermis of leaf with stomata, c); e) stem epidermis with stomata
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Petal anatomy
The papilionaceous corolla is consists of five petals: 

a large standard or banner, two lateral wing petals and 
two fused petals that form the keel. The keel petals is 
composed of outer epidermis and inner epidermis. Outer 
epidermis changes their shape to wing horns cells. The trans- 
verse section of the keel petals consists of scattered vas-
cular bundles (Fig. 5).

Morphological and anatomic studying of raw mate-
rial Medicago falcata L. has shown, that there are promi-
nent features of a structure. Some of the microscopic fea-
tures for standardizing plant materials of M. Sativa L. were 
established [11]. This is the first report on the examined 
characteristics of the M. Falcata L. in flora Azerbaijan. 
Transverse sections of stems of the plant were studied 
for microscopic characters. Multicellular trichome cove- 
red on both leaf sides. Adaxial epidermis a sheet plate 
have sinuous cells, and abaxial epidermis have differed 
slightly sinuous cells with clear-shaped walls. The trans-

verse sections of stem of M. Falcata L. are made up three 
main tissues from outside to inside and their names are 
epidermis, vascular bundles and pith region. Transverse 
section in the main stem some Medicago sativa L. culti-
vars were carried out; stained and seventeen anatomi-
cal characters were examined by light microscope [14]. 
In leaflet anatomy of plant vascular bundles are of the col-
lateral type. Stomatas are located from both sides of a leaf 
and are surrounded by three or four unequal cells. Stoma- 
ta belong to anisocytic structure. The epidermis of the stem  
consists of elongated thick-walled cells with anisocytic 
stomata. The calyx is densely covered by trichomes. The outer 
epidermis of cross-section of the keel petals cells is the wing 
horns cells form. And inner epidermis consists of oval cells. 

Morphological and anatomical characteristics might 
be useful in the definition of the species investigated. 
These characteristics will be more valuable if other spe-
cies of Medicago are also investigated.

CONCLUSIONS
Morphological and anatomical studying of raw ma-

terial Medicago falcata L. has shown, that there are pro 
minent features of a structure: four large conductive bund 
les are located on the cross section of the stem at the cor-
ners of the ribs on two sides. Between angular conduc-
tive bundles, there are three conductive bundles, and 
the other two sides are located along one conductive 
bundle. Therefore, M. Falcata L. differs from M. Sativa L. 
The epidermis of the stem consists of elongated thicke- 
ned-walls cells with anisocytic stomata.

The indicated diagnostic morphological and anato- 
mical characters could be used in the compilation of a mo- 
nograph and in identifying plant materials on the raw 
material of Medicago falcata L. 

Conflicts of interest: authors have no conflict of 
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a) b)

c)

Fig. 3. The transverse section of the leaflet of  
M. falcata L.: a) Ue – upper epidermis, Pp – palisade 
parenchyma, Le – lower epidermis; b) Sp – spongy 

parenchyma, X – xylem, Ph – phloem; c) St – stomata

a)b)

c)

Fig. 4. The transverse section of the stem  
of M. falcata L.: a) Ep – epidermis, Ph- phloem,  
X – xylem, Pi – pith region; b); c) St – stomata,  

Cl – collenchyma tissue, T – trachea,  
Ds – dark secretion, Co – cortex

a)

b) c)

Fig. 5. The transverse section of the keel petals  
of M. falcata L.: a) Wg – wing horns, Oe – outer  
epidermis of the keel – KL, Ie – inner epidermis;  

b); c) Vb – vascular bundles
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