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RESUMO - (Estudos morfoanatdomicos da semente e da plantula de espécies de anileiras (/ndigofera — Leguminosae)). O nome popular “anileira” designa
Indigofera anil L., 1. suffruticosa Mill. e I. truxillensis Kunth, muito semelhantes quanto a morfologia externa. Este trabalho teve por objetivo avaliar
se caracteres da semente e plantula apresentavam valor diagndstico para este grupo, ja que tais caracteres tém sido muito utilizados na Taxonomia de
Leguminosae. A superficie e morfoanatomia de sementes e cotilédones foram estudadas por microscopias eletronica de varredura e de luz, e as etapas do
desenvolvimento das plantulas descritas. Embora as plantulas sejam semelhantes, caracteres de sementes (tamanho, forma, ornamentagao da superficie,
forma do hilo e tamanho do embrido) e cotilédones (forma, organizagdo do parénquima lacunoso na nervura central e distribui¢do de metaboélitos nos teci-
dos) apresentaram valor diagnostico para as espécies. . anil distingue-se de 1. suffruticosa por suas sementes maiores e cotilédones com borda acuminada.
I truxillensis caracteriza-se por apresentar sementes cilindricas e cotilédones reniformes contendo gotas de 6leo e alcaldides. Nossos dados, a morfologia
externa dos frutos (curvos em 1. anil e 1. suffruticosa, e retos em 1. truxillensis) e, ainda, a anatomia foliar (células parenquimaticas grandes e fendlicas no
floema de 7. suffruticosa e sua auséncia em I. anil) sugerem que 1. anil, I. suffruticosa e 1. truxillensis ndo devem ser sinonimizadas.

Palavras-chave: anatomia, cotilédone, histoquimica, /ndigofera, semente, taxonomia

ABSTRACT - (Morpho-anatomical studies of seeds and seedlings of wild indigo, “anileira”, Indigofera— Leguminosae). The common name “wild indigo”
specifies Indigofera anil L., I. suffruticosa Mill. (legitimate name) and /. truxillensis Kunth (legitimate name) that are very similar due to their external
morphology. This work analyzed diagnostic characteristics of seeds and seedlings of these species since such features are widely used in taxonomic approaches
within Leguminosae. We studied surface features and morpho-anatomy of seeds and cotyledons with scanning electronic microscopy and light microscopy, and
described seedling phases. Although seedlings are similar, seed characteristics (size, shape, surface ornamentation, shape of the hilum and embryo size) and
cotyledon characteristics (shape, trichome ornamentation, organization of spongy parenchyma along central veins and metabolite distribution in the tissues)
have diagnostic features for the species. 1. anil differs from I suffruticosa in its larger seeds and acuminate-margined cotyledons. /. truxillensis is recognized
by its cylindrical seeds and kidney-shaped cotyledons with large oil drops. We assume that the characteristics examined, plus fruit morphology and foliar
anatomy suggest that 1. anil, . suffruticosa and 1. truxillensis should not be synonymized.
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Introdugﬁo Indigofera anil, I. suffruticosa e I. truxillensis sao espécies
muito semelhantes em relagdo a morfologia externa (ver descri-
¢des de Bentham 1862; Burkart 1942; White 1980; Moreira &
Tozzi 1997) e apresentam sobreposi¢io de periodos de floragdo
e de distribuicdo geografica (E. Pessine, dados ndo publicados).
. - ) Indigofera anil ¢ considerada sindnimo de /. suffruticosa por
d,a tribo com repre.sentantes na flora braillelra, tendo Sl,do varios autores (Burkart 1942; White 1980; Kort & Thijsse 1984;
hStadaS, nove especies P ara o Estado de Sa’o .Paulo (Moreira Lewis 1987). Embora estas duas espécies apresentem o mesmo
& TOZZ? 1997). Ae§ te genero p'ertenc'e a espec1.e popularmente tipo de filotaxia, foliolos numerosos, frutos curvos ¢ reflexos
conhecida como “Indigo” (/. tinctoria), cuja tintura apresenta (Bentham 1862; Moreira & Tozzi 1997), dados de anatomia
grande valor na industria t_éXt.ll (Kama.tl & Maingla 1?9.3)' foliar mostraram alguns caracteres diagndsticos, como a forma
Q fnome pop ‘?lar “Aml?lr a” demgna trés espécies de das células epidérmicas, a presenga de compostos fendlicos e o
Indigofera com importancia econdmica: /. anil L., I. su- tipo de mesofilo (G. C. M. C. Barros, dados nio publicados).
ffruticosa Mill. e I. truxillensis Kunth (Bhalla & Dakwake Caracteristicas provenientes de plantulas e de sementes
1978; Williams 1981; Rao et al. 1984; Garcez et al. 1989; tém sido muito utilizadas na Taxonomia e na Sistematica de

Tokarnia et al. 2000). Embora a raiz, o caule e a folha de Leguminosae (Duke & Polhill 1981; Gunn 1981; Smith 1981),
L. suffruticosa apresentem propriedades medicinais (Vieira Assim, o presente trabalho teve como objetivo determinar se

1992; Martins et al. 20’00)', empregados como antiespasmo-  caracteres morfologicos (externos e internos) provenientes
dico, se,dgtlvo, estczmgquwo, gmenagogo © antlc'loto C?ntra da semente e da plantula apresentam valor taxondmico para
0 Mercurio e o Arsénico (Martins ez al. 2000), a ingestao de as espécies de Indigofera conhecidas popularmente como

O género tropical Indigofera L. apresenta cerca de 700 es-
pécies distribuidas nos trépicos e subtropicos, sendo na maior
parte representadas por plantas herbaceas e subarbustivas
(Lackey 1981; Lewis et al. 2005). Indigofera é o inico género

partes aéreas causa anemia hemolitica em bovinos (Barbosa Anileiras (I. anil, I. suffruticosa e I. truxillensis)
Neto et al. 2001). As partes aéreas ¢ a semente de /. anil e
1. truxillensis foram consideradas toxicas em experimentos Materiais e métodos

com bovinos, resultando em taquicardia, anorexia e edema . . .
’ q ’ Sementes de Indigofera anil foram obtidas do Instituto de Zootecnia

pulmonar (Tokarnia e al. 2000), provavelmente devido a de Nova Odessa (SP); de I suffruticosa foram coletadas em Trindade
presenca do alcaldide indospicina (Aylward et al. 1987). (RJ) e Pratapolis (MG); e de I. truxillensis foram coletadas em Botucatu e
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Ribeirdo Preto (SP). Para cada espécie, foram utilizadas 50 sementes por
individuo, dois individuos provenientes de duas localidades diferentes,
totalizando 100 sementes.

Medidas de comprimento e largura das sementes foram realizadas
com auxilio de um paquimetro. A forma das sementes baseou-se na razao
comprimento-largura, seguindo a terminologia de Hickey (1973) modifi-
cada para semente.

Para o acompanhamento das plantulas, as sementes foram colocadas
para germinar em placas de petri em temperatura ambiente, apos tratamento
com solugdo de hipoclorito de sodio a 15% por 20 min. e agua fervente
por 2 min. para a quebra da dorméncia (Cantliffe et a/. 1980; Carpanezzi
& Fowler 1997). Dentre as sementes germinadas, foram obtidas sete plan-
tulas de 1. anil, 24 de I. suffruticosa e 10 de I truxillensis. Paralelamente,
10 sementes de um individuo por espécie foram colocadas para germinar
diretamente em vasos plasticos pretos (numero 4) para a verificagdo do tipo
de germinagdo de cada espécie.

As etapas do desenvolvimento das plantulas foram estudadas a partir
de observagdes em placas de petri realizadas a cada 12 h. Caracteristicas
morfoldgicas da raiz, do hipocétilo, do epicdtilo e dos cotilédones foram
descritas segundo a terminologia adotada por Duke & Polhill (1981) e
Oliveira (2001).

As superficies das sementes e dos cotilédones emergidos foram exa-
minadas por microscopia eletronica de varredura. Para tal, estes materiais
foram desidratados em série etandlica, submetidos ao ponto critico em um
aparelho Balzers CPD 030, montados em suportes metélicos, colados sobre
fita adesiva de carbono e, entdo, cobertos com Ouro em um metalizador
Balzers SCD 050. As observagdes foram efetuadas no laboratério de Mi-
croscopia Eletronica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP, em
um microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-5200 em 15 kv, ¢ as
eletromicrografias obtidas em uma camera JEOL MP. Para a caracteriza¢do
da ornamentagdo da superficie e da morfologia externa, foram adotadas
as terminologias de Zeng et al. (2004) e de Ferreira & Borguetti (2004),
respectivamente.

Para o estudo do padrdo de venagio dos cotilédones, selecionaram-se
aqueles perfeitamente desenvolvidos, que foram diafanizados segundo a
metodologia proposta por Shobe & Lersten (1967). Os cotilédones foram
colocados em solug@o aquosa de hidroxido de sodio a 20%, lavados em
agua destilada e transferidos para solugdo aquosa de hipoclorito de sodio a
20% até o clareamento total. Em seguida, foram lavados em agua destilada,
desidratados em série alcool-xildlica, corados com safranina dlcool-xildlica
1% e montados em resina sintética. A descrigdo e classifica¢do dos padrdes
de venacdo seguiram a terminologia de Hickey (1973).

As analises anatomica e histoquimica foram realizadas em sementes e
cotilédones emergidos fixados em FAA 50 por 24h (Johansen 1940), lavados
em etanol 50% e estocados em etanol 70%. Em seguida, os materiais foram
desidratados em série alcool-xildlica, incluidos em parafina, seccionados
(8 a 10 pm de espessura) em micrdtomo rotativo, corados com safranina e
azul de astra (Kraus & Arduin 1997), e submetidos ao reagente de Wagner
para alcaloides (Furr & Mahlberg 1981) e ao cloreto férrico para compostos
fendlicos (Johansen 1940). Apos a coloragdo, os cortes foram montados
em resina sintética (Gerlach 1969). Cortes a mao livre de material fresco
foram submetidos ao sudam III para detec¢do de substancias lipofilicas
(Johansen 1940) e montados em gelatina glicerinada.

Fotomicrografias foram obtidas em camera digital Leica DFC 320
acoplada a um microscopio Leica DM 4500 B e a um estereomicroscopio
Leica MZ 75.

Resultados

As sementes de todas as espécies apresentam sulcos, tran-
seto circular e coloragdo variando de amarela ou castanho-
amarelada até marrom escura. O hilo possui localizagdo
central, é visivel, heterocromico; ha a presenga de para-hilo
mais claro (Fig. 1, 4-5, 8-9, 12). A micrdpila localiza-se

Figuras 1-12. Eletromicrografias (MEV) e fotografias de sementes de espécies de /ndigofera. 1-4. I. anil L. 1-2. Sementes inteiras de /. anil. Observe o hilo escuro em 1.
3. Ornamentagdo das células epidérmicas. 4. Hilo da semente. 5-8. I suffiuticosa Mill. 5-6. Sementes inteiras. Observe o hilo escuro em 5. 7. Ornamentagdo das células
epidérmicas. 8. Hilo da semente. 9-12. I. truxillensis Kunth. 9-10. Sementes inteiras. Observe o hilo mais claro em 9. 11. Ornamentagao das células epidérmicas. 12. Hilo
da semente. Escalas: 1 =415 pm; 2 =500 pm; 3,7 ¢ 11 =5 pm; 4, 8 ¢ 12 = 50 pm; 5 = 300 pm; 6, 10 =200 um; e 9 =320 um.
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proxima ao hilo, apresenta uma aréola de coloragdo preta
e tamanho grande (Fig. 1, 5, 9). A rafe ndo é visivel. As
sementes sdo endospérmicas e o endosperma possui textura
mucilaginosa, consisténcia firme e coloragdo semitranspa-
rente. O embrido ¢ axial e espatulado; os eixos embrionarios
sdo curtos, curvos e cilindricos (Fig. 13, 14, 15). A testa das
sementes ¢ cuticularizada, e constituida por uma camada de
macroesclereides de paredes espessas e por duas a quatro
camadas de osteosclereides. Nao ha tégmen e nem fibras.
As plantulas de /. anil (Fig. 16-20), . suffruticosa (Fig.
21-25) e I truxillensis (Fig. 26-29) apresentam germinagao
fanero-epigeal, com o tegumento aderido aos cotilédones
inicialmente (Fig. 22, 23, 26). Em estadio inicial, a raiz
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Figuras 13-15. Desenhos esquematicos de cortes longitudinais medianos de
sementes de espécies de Indigofera, evidenciando o tamanho do embrido em
relagdo ao tamanho da cavidade seminal. 13. . anil L. 14. . suffruticosa Mill.
15. I truxillensis Kunth. Simbolos: em = embrido, en = endosperma, es = en-
voltorio seminal. Escalas: 13 = 334 um; 14, 15 = 415 pm. (Desenhos: Flavia
Silva Marquiafavel e Rodrigo A. Santinelo Pereira).

primaria cilindrica apresenta espessura delgada (Fig. 16, 21,
26), colorag@o branca, passando a marrom clara conforme
se aproxima do colo. O colo ¢ mais claro que o hipocétilo
e, em algumas plantulas, apresenta-se mais espesso que o
hipocétilo e a raiz (Figs. 18, 22, 23, 27, 28). O hipocotilo
cilindrico ¢ verde-claro, tornando-se mais claro proximo ao
colo e mais escuro proximo aos cotilédones. Os cotilédones
sdo foliaceos, fotossintéticos, com margem inteira, apice
obtuso e base levemente acuneada. Sdo esverdeados, sendo
a face adaxial mais escura que a face abaxial. Apresentam
tricomas tectores em suas regides basais. Sua epiderme
é unisseriada, com estOmatos anomociticos em ambas as
faces; o mesofilo ¢ dorsiventral com parénquima pali¢adico
bisseriado, sendo trisseriado na regido proxima aos feixes
vasculares e parénquima lacunoso com 4-6 camadas de c¢-
lulas (Fig. 30, 32, 34). A nervura central é pouco saliente nas
duas faces. O feixe vascular é colateral e delimitado por uma
bainha unisseriada de células parenquimaticas (Fig. 32). A
venagdo ¢ acrédroma basal, as aréolas sdo incompletas com
uma terminacdo, raramente duas; a venagao tltima marginal
também ¢ incompleta e ramificada com traqueides. Os eofi-
los sdo unifoliolados, opostos, peciolados (Fig. 19, 20, 25,
29), verdes e membranaceos. Os metafilos sdo trifoliolados
e peciolados (Fig. 20, 25, 29). Posteriormente surgem mais
duas folhas pecioladas com cinco foliolos, e em seguida
surgem folhas com sete foliolos.

As espécies diferiram quanto ao tamanho (maiores em /.
truxillensis, seguidas por 1. anil, e menores em /. suffruticosa
- Tab. 1), a forma (Fig. 1-2, 5-6, 9-10, Tab. 1) ¢ a ornamen-
tacdo da superficie das sementes (reticulada-buliforme em
1 anil - Fig. 3, macrorreticulada em /1. suffruticosa - Fig. 7 ¢
microrreticulada em /. truxillensis - Fig. 11), quanto a forma
do hilo (Fig. 4, 8, 12, Tab. 1), ao tamanho do embrido na
cavidade seminal (ndo ocupa toda a cavidade seminal em 1.
anil, enquanto em /1. suffruticosa e I. truxillensis ocupa toda
a cavidade seminal) (Fig. 13-15), a forma ¢ a organizagdo
do parénquima lacunoso na regido da nervura central dos
cotilédones (Figs. 30,32, 34; Tab. 1). Os tipos de metabdlitos
encontrados nos cotilédones foram semelhantes nas trés es-
pécies, sendo constituidos por dleo e alcalodides, estes ultimos
associados a graos de amido. No entanto, a localizagao destes
metabdlitos nos parénquimas paligadico e lacunoso diferiu
entre as espécies (Figs. 30, 32, 34; Tab. 2).

Discussao

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que sementes
e plantulas de I. anil, I. suffruticosa e I. truxillensis sdo
semelhantes, sendo facilmente reconhecidas em campo
por apresentarem: (a) sementes pequenas oblongas, (b)
cotilédones folidceos com margem inteira, (c) eofilos uni-
foliolados e opostos, (d) primeiros metafilos trifoliolados,
e (e) germinagdo fanero-epigeal, sendo que o tegumento
fica aderido aos cotilédones inicialmente. O reconhecimen-
to das plantulas no campo ¢ importante para espécies de
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Figuras 16-29. Desenvolvimento pés-seminal de espécies de Indigofera (horas ou dias ap6s a germinagdo). 16-20. 1. anil L. 16. 48h. 17. 72h (emissdo dos cotilé-
dones). 18. 96h. 19. 13 dias (emissdo do primeiro par de eofilos). 20. 26 dias (cultivada em vaso). 21-25. I suffiuticosa Mill. 21. 48 h. 22. 72h (tegumento ainda
aderido ao cotilédone, seta). 23. 96h (tegumento ainda aderido ao cotilédone, seta). 24. 15 dias. 25. 29 dias (cultivada em vaso). 26-29. I. truxillensis Kunth. 26. 48h
(tegumento aderido, seta). 27. 72h. 28. 96h. 29. 27 dias (cultivada em vaso). Simbolos: ¢ = cotilédone, e = eofilo, m = metafilo. Escalas: 16 = 1,5 mm; 17 = 4,4 mm;
18 =5mm; 19 =10 mm; 20 = 11 mm; 21 =2 mm; 22 = 3,25 mm; 23 =4 mm; 24 = 6 mm; 25 = 14 mm; 26 = 2,6 mm; 27 = 2,25 mm; 28 = 2,7 mm; 29 = 15 mm.

(Desenhos: Flavia Silva Marquiafavel).

Indigofera, pois a maioria de seus representantes ¢ consi-
derada téxica para animais (Williams 1981) ¢ invasora de
culturas, pastagens e mesmo de fitofisionomias de Cerrado
(Mendonga ef al. 1998).

O grande ntimero de espécies que compdem o género
Indigofera (Polhill 1981; Lewis ef al. 2005) dificulta a rea-
lizagdo de trabalhos de revisdo taxondmica, restringindo as
informagdes a regides fitogeograficas, como por exemplo, a
listagem de Indigofera do sudeste da Asia (Kort & Thijsse
1984), da América Central (White 1980), do Brasil - Estado
de Sao Paulo (Moreira & Tozzi 1997) e Rio Grande do Sul
(Eisinger 1987). A regionalizag¢do dos estudos, por outro
lado, acarreta problemas na delimitagdo taxondmica das
espécies, que passam a apresentar muitos sindnimos, como
¢ o caso de I suffruticosa.

Embora a morfologia das plantulas de 1. anil, I. suffru-
ticosa e I. truxillensis seja bastante semelhante, caracteres
provenientes dos cotilédones ¢ das sementes (Tab. 2)
apresentaram valor diagndstico, dos quais destacamos (a)

organizagdo das células do parénquima lacunoso na regiao
préxima ao feixe vascular central, (b) distribuicdo de gotas
de 6leo e de alcaldides no mesofilo cotiledonar, (c) orna-
mentacdo da superficie dos cotilédones e das sementes e (d)
formato do hilo (ver Tab. 3). A combinacdo de caracteres
provenientes da microescultura da superficie seminal, da
forma e do tamanho do hilo e da semente possibilitou a
caracterizagdo de sementes de sete espécies de Indigofera
(1. asperifolia, I. bongardiana, I. campestris, I. guaranitica,
L lespedezioides, I. microcarpa e I. spicata — Teixeira &
Corréa, 2007). Caracteres anatomicos provenientes de co-
tilédones e eofilos também apresentaram valor diagndstico
em outras espécies de Papilionoideae (tipos de estomatos
em cotilédones - Saint-Martin 1979) e Caesalpinioideae
(distribuigao e tipos de estomatos, e ocorréncia de metabdli-
tos em cotilédones e eofilos - Moreira-Coneglian & Oliveira
2006). Da mesma forma, a ornamentagdo da superficie
de sementes foi considerada bom carater taxondmico por
Zeng et al. (2004).
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Figuras 30-35. Aspectos estruturais dos cotilédones de espécies de Indigofera. 30-31. I. anil L. 30. Corte histologico da regido da nervura central, mostrando graos
de amido nas células do mesofilo e a organizagdo das células do parénquima lacunoso na regido abaxial do feixe vascular central (no circulo). 31. Face adaxial com
células papilosas ornamentadas (MEV). 32-33. . suffiuticosa Mill. 32. Corte histologico da regido da nervura central mostrando graos de amido e gotas de dleo nas
células do mesofilo. As células do parénquima lacunoso na regido do feixe vascular central estdo indicadas no circulo. 33. Face abaxial com superficie levemente
ornamentada (MEV). 34-35. I. truxillensis Kunth. 34. Corte histologico da regido da nervura central mostrando gotas de 6leo nas células do mesofilo. As células do
parénquima lacunoso na regido do feixe vascular central estdo indicadas no circulo. 35. Face adaxial mostrando células epidérmicas papilosas, com ornamentagido
(MEV). Simbolos: pp = parénquima pali¢adico, pl = parénquima lacunoso. Escalas: 30, 32, 34 =43 pm; 31 ¢ 35=5 pum; 33 = 10 um.

Indigofera anil e I. suffruticosa podem ser distinguidas
pelo tamanho das sementes, menor em /. suffruticosa, pela
borda dos cotilédones, acuminada em /. anil e arredondada
em L suffruticosa; I. truxillensis pode ser diagnosticada por
suas sementes oblongas muito estreitas, seus cotilédones
reniformes contendo gotas de 6leo e alcaldides nos parén-
quimas lacunoso e paligadico (ver Tab. 1 ¢ 2). Os dados do
presente trabalho, a morfologia externa dos frutos (curvos
em 1. anil e I suffruticosa, e retos em I. truxillensis) e,
ainda, a anatomia foliar (células parenquimaticas grandes e
fenolicas no floema de 1. suffruticosa e sua auséncia em 1.

anil - G. C. M. C. Barros, dados nio publicados) sugerem
que a sinonimizag¢do de /. anil, I. suffruticosa e L. truxillensis
sob o nome 1. suffruticosa deve ser re-avaliada.
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Tabela 1. Caracteres diagndsticos provenientes dos cotilédones e das sementes de Indigofera anil L., I. suffruticosa Mill. e I. truxillensis Kunth.

Caracteristica I. anil I. suffruticosa I. truxillensis
comprimento e largura em mm 2,48 £0,70 x 2,28 £ 0,64 x 2,68 £0,57 x

(n=100) 1,0+0,23 1,1 +£0,30 1,1£0,28

. 2,4 35 4,7
comprimento/largura . . .
oblonga oblonga estreita oblonga muito estreita
(n=100) e forma . . .

(Figs. 1, 2) (Figs. 5, 6) (Figs. 9, 10)

semente 5 . reticulada-buliforme macrorreticulada microrreticulada
ornamentagdo da superficie . . .
(Fig. 3) (Fig. 7) (Fig. 11)
. circular, superficial ovado, profundo ovado, profundo
forma do hilo . . .
(Fig. 4) (Fig. 8) (Fig. 12)
bria ndo ocupa toda a cavidade ocupa toda a cavidade ocupa toda a cavidade seminal
embrido
seminal (Fig. 13) seminal (Fig. 14) (Fig. 15)
forma obovada obovada reniforme
. assimétrica: acuminada de um
borda em corte transversal acuminada arredondada
lado e arredondada de outro
cotilédone organizagdo do parénquima

lacunoso na nervura central

forma e ornamentacdo das células

epidérmicas (Fig. 31)

sim (Fig. 30)

papilosas reticuladas

ndo (Fig. 32) ndo (Fig. 34)

. retangulares na face abaxial e
retangulares lisas

. papilosas reticuladas na adaxial
(Fig. 33)

(Fig. 35)

Tabela 2. Metabolitos detectados nas células dos cotilédones de Indigofera anil L., I. suffruticosa Mill. e I. truxillensis Kunth. Os sinais - e + indicam negativo e

positivo, respectivamente.

L. anil (Fig. 30)

1. suffruticosa (Fig. 32) 1. truxillensis (Fig. 34)

Metabolitos

Paligadico Lacunoso Paligadico Lacunoso Paligadico Lacunoso
Oleo + + + - + +
Alcaldides - + - + + +

Compostos Fenolicos - -
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