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Resumo

(Morfo-anatomia do envoltdrio seminal de espécies brasileiras de Indigofera L. (Leguminosae, Papilionoideae))
O grande ndmero de espécies e a complexidade do género Indigofera geram controvérsias taxondmicas de
dificil resolucdo. Para contribuir com a taxonomia do género, foram levantados caracteres diagnésticos do
envoltério seminal de sete espécies brasileiras de Indigofera, utilizando técnicas de exame de superficie e
histologicas. As sementes sdo pequenas, em sua maioria rombdides mas também cubicas ou cilindricas,
variando de verde-claras a castanho-escuras, exotestais, albuminosas, com hilo mediano, circular a ovado, de
coloragdo conspicua. O envoltdrio apresentou microescultura micro a macrorreticulada, sendo constituido
por macroesclereides (com contetido fendlico em cinco espécies) e osteosclereides. Embora a anatomia do
envoltério da semente ndo tenha apresentado diferencas marcantes entre as espécies, a combinacdo de
caracteres provenientes da microescultura da superficie seminal, da forma e do tamanho do hilo e da semente,
e do nimero de camadas de osteosclereides, permitiu a identificag@o das espécies estudadas neste trabalho.
Foi concluido que a anatomia € uma ferramenta bastante ttil para subsidiar a taxonomia do género.
Palavras-chave: Anatomia, microscopia eletronica de varredura, microescultura, taxonomia, testa, semente.

ABSTRACT

(Seed-coat morphology and anatomy of Brazilian species of Indigofera L. (Leguminosae, Papilionoideae))
The large number of species and the complexity of the genus Indigofera have lead to difficult delimitation
between species. In order to contribute towards the taxonomy of the genus, diagnostic characters of the seed
coat of seven Brazilian species of Indigofera with the utilization of surface examination and histological
techniques were explored. Seeds are small, mostly rhomboid but sometimes cuboid or cylindrical, light greenish
to dark brownish, exo-testal, albuminous, with medium-sized, circular to ovate, conspicuously colored hilum.
Seedcoat has micro to macroreticulate microsculpture, phenolic macrosclereids and osteosclereids. Although
considerable differences among the seedcoat anatomy within species was not found, it was possible to
identify the species with basis on the combination of characters from seed coat microsculpture, both shape
and size of the hilum and seeds, as well as the number of layers of osteosclereids. It is concluded that anatomy
is a useful tool to set taxonomical patters within Indigofera.

Key words: Anatomy, seed coat microsculpture, scanning electron microscopy, taxonomy, testa, seed.

INTRODUCAO

Indigofera é o terceiro maior género de
Leguminosae, constituido por cerca de 700
espécies, distribuidas pelos trépicos e subtropicos,
sendo na maior parte representadas por plantas
herbéceas e subarbustivas (Polhill 1981, Schrire
2005), anuais (Mairapetyan et al. 1986, Aziz &
Khan 1993) ou perenes, eretas ou prostradas
(Burkart 1942). Muitas espécies de Indigofera
estdo representadas na flora sul-americana, sendo
que no Brasil foram listadas onze espécies
(Bentham 1859), com ocorrénciaregistrada para

campos limpos, campos rupestres, cerrados e em
dreas abertas, principalmente em ambientes
perturbados (Moreira & Tozzi 1997). A este
género pertence a espécie popularmente
conhecida como “Indigo” (I. tinctoria), cuja
tintura apresenta grande valor na industria téxtil.
Esta espécie tem sido estudada ainda quanto ao
teor de rotendides na semente, apresentando
toxicidade para a larva do mosquito Anopheles
stephensi, transmissor da maldria (Kamal &
Mangla 1993). Outras espécies com propriedades
farmacolégicas, como por exemplo 1. spicata, 1.
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suffruticosa e I. truxillensis (Souza et al. 1988,
Garcez et al. 1989), ocorrem no Brasil e sdo
conhecidas popularmente por “Anileira”.

O grande nimero de espécies que
compdem o género Indigofera (Lewis 1987)
dificulta a realizag@o de trabalhos de revisao
taxonOmica, restringindo as informacoes a
regides fitogeograficas, como por exemplo, a
listagem de Indigofera do sudeste da Asia
(Kort & Thijsse 1984). A regionalizagdo dos
estudos, por outro lado, acarreta problemas na
delimitacdo taxondmica das espécies e, assim,
estas apresentam muitos sindnimos, a maioria
estabelecida apenas com base em trabalhos
de morfologia externa. As espécies sdo muito
semelhantes morfologicamente (Moreira &
Tozzi 1997, Lewis 1987) e, muitas vezes,
sinonimizadas com base em poucos caracteres
de morfologia externa, como € o caso de .
microcarpa e I. sabulicola (sinonimizadas por
Leon & Alain 1951).

Tais problemas taxonomicos dificultam a
identificacdo das espécies de Indigofera e,
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conseqiientemente, sua utilizacio na agronomia,
fitoterapia e recuperacdo de dreas degradadas
de cerrado, formacdo vegetacional onde é
registrada a maioria das espécies brasileiras
deste género (Moreira & Tozzi 1997).
Baseando-se no fato de que a morfologia
do envoltdrio seminal é de grande valor para
estudos taxonomicos e evolutivos (Plaza et al.
2004, Zeng et al. 2004), em especial para a
familia Leguminosae (Javadi & Yamaguchi
2004), este trabalho se prop0s a estudar o valor
taxondmico de caracteres provenientes do
envoltdério seminal de espécies brasileiras de
Indigofera, utilizando técnicas de exame de
superficie e histolégico, a fim de adicionar
dados que contribuam com trabalhos
taxonOmicos e filogenéticos do género.

MATERIAIS E METODOS

Sementes de sete espécies brasileiras
de Indigofera foram analisadas a partir de
materiais herborizado e vivo, listados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Amostras obtidas de materiais de herbdario e vivo de espécies de Indigofera.

Espécie Material de herbario Material vivo
Indigofera BRASIL. MATO GROSSO: Poconé, 26.11.1982,
asperifolia Bong. N. Cunha 4717 (UEC)

Indigofera bongardiana
(Kuntze) Burk.

Indigofera
campestris Bong.

Indigofera
guaranitica Hassl.

Indigofera

lespedezioides Kunth.

Indigofera
microcarpa Desv.

Indigofera
spicata Forssk.

BRASIL. SAO PAULO: Moji-Guacu, 9.VIL.1961,
Rizzini s.n. (RB 110339)

BRASIL. SAO PAULO: Campinas, 03.X.1977,
Leitdo Filho 613 (UEC); Sdo Paulo,
1.VIL1977, Goes 20 (UEC)

BRASIL. SAO PAULO: Buritizal, 14.IV.1981,
Leitdo Filho 12485 (UEC)

BRASIL. SAO PAULO: Jales, 17.1.1950,
W. Hoehne s.n. (UEC 50910); MINAS GERAIS:
Frutal, 18.IV.1978, Semir 7394 (UEC)

BRASIL. BAHIA: Feira de Santana, s/data,
Nunes 540 (HUEFS); MATO GROSSO: Poconé,
27.VI1.1980, Leitdo Filho 11393 (UEC)

BRASIL. BAHIA: Itabuna, Anel Vidrio,
23.VIIL.1996, Sartori 227 (UEC); Ilhéus,
29.X11.1981, Lewis s.n. (RB 221718)

Cultivada em Ribeirdo Preto/SP
(SPFR 9926)

Cultivada em Ribeirao Preto/SP
(SPFR 9927)

Lagoado Abaeté, Salvador/BA
(SPFR 8397); Fazenda Nhumirim,
Corumba/MS (SPFR 9928)

Restinga da Praia da Tijuca,

Rio de Janeiro/RJ (SPFR 7921);
Campus da UFV, Vicosa/MG
(VIC 17381)
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As sementes foram separadas em duas
partes: mantidas secas para utilizagdo em
microscopia eletronica de varredura e
embebidas por 24h para posterior fixacdo em
FAA (Johansen 1940) e utilizagdo em segdes
histoldgicas.

Para o exame das sementes em
microscopia eletronica de varredura, os materiais
foram mantidos em silica gel por 72h, montados
em suportes metdlicos, colados sobre fita adesiva
de carbono e, entdo, cobertos com ouro em um
metalizador Balzers SCD 050. As observacdes
foram efetuadas em um microscdpio eletronico
de varredura LEO 435 VP em 10 kv. Para as
descri¢des da superficie da semente utilizou-se
a terminologia adotada por Zeng et al. (2003) e
para as descri¢des do envoltério seminal a
terminologia de Corner (1951).

Laminas permanentes foram obtidas de
materiais fixados e também de materiais
revertidos da herborizacdo, ap6s desidratacao
em série etilica, amolecimento em 6leo Terpeniol,
inclusdo em parafina (Johansen 1940),
seccionamento em série longitudinalmente (5 a
7 mm de espessura). Os cortes foram corados
com azul de toluidina (O’Brien et al. 1964) e
montados em resina sintética (Gerlach 1969).
O reagente de PAS foi utilizado para a detecgao
de polissacarideos neutros (O’ Brien & McCully
1981) e a floroglucina acidificada para a
deteccdo de lignina (Johansen 1940).
Fotomicrografias com as devidas escalas foram
obtidas nas mesmas condi¢des Opticas, em um
fotomicroscépio Leica DM 50.

A eficiéncia do método de inclusdo de
materiais herborizados foi testada por
comparacdo naquelas espécies onde se obteve
material fresco para fixacdo, e as sementes
ndo apresentaram problemas na estrutura dos
tecidos e na microescultura da sua superficie.

RESULTADOS

As sementes das espécies de Indigofera
sdo pequenas (5—10 mm), rombéides (Figs. 1a,
¢, e, f), cubicas (Fig. 1b) ou cilindricas (Fig. 1d),
de coloracio variando de verde-claro a castanho
escuro, com hilo mediano, circular (Figs. 2c, e,
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f) a ovado (Figs. 2a, b, d), de coloragao
conspicua (Tab. 2). A coloracdo e o tamanho
do hilo variaram entre as espécies (Tab. 2): hilos
menores foram encontrados em 1. asperifolia
(Fig. 2a), I. bongardiana (Fig. 2b) e I
microcarpa (Fig. 2e); os maiores foram
encontrados em [. campestris (Fig. 2c), I
lespedezioides (Fig. 2d) e I. spicata (Fig. 2f);
1. asperifolia, 1. lespedezioides e I.
microcarpa  apresentaram coloragio
enegrecida, enquanto as demais espécies
apresentaram hilos mais claros. Os hilos de todas
as espécies apresentaram uma fenda reta e
ampla (Fig. 2), mas I. bongardiana (Figs. 1b,
2b), 1. guaranitica e 1. microcarpa (Fig. 2e)
destacaram-se por apresentarem hilos mais
profundos que os das demais espécies (Tab. 2).

A microescultura do envoltdrio seminal na
regido préxima ao hilo (Tab. 2) variou entre o
microrreticulado (malhas com aproximadamente
4um; maioria das espécies) (Figs. 2a, b, d, e) e
o macrorreticulado (malhas maiores que 8um)
(Figs. 2c, ).

As sementes s@o andtropas, exotestais
(Fig. 3) e albuminosas (Fig. 3b-d). O envoltério
da semente € constituido por uma camada de
macroesclereides (Fig. 3) e duas a trés de
osteosclereides (Tab. 2, Fig. 3). Tais células
apresentaram paredes muito espessas e
celulésicas, ndo lignificadas, como detectado
pelos resultados positivo para o reagente de PAS
e negativo para a floroglucina acidificada.
Cuticula ndo foi evidenciada. Em 1. asperifolia
(Fig. 3a), I. guaranitica (Fig. 3b), I
microcarpa (Fig. 3c) e I lespedezioides (Fig.
3d) foram observados macroesclereides com
conteudo fendlico. Na regido do hilo ocorreram
duas camadas de macroesclereides, seguidas
por varias camadas de parénquima com paredes
muito espessadas, ndo lignificadas, algumas
vezes com conteddo fendlico, grupos de
traqueides e uma camada de osteoesclereides.
Os macroesclereides e osteosclereides
originaram-se do tegumento externo do 6vulo,
sendo as células do tegumento interno
colapsadas no decorrer do desenvolvimento do
embrido (Fig. 3). O endosperma (Figs. 3b-d),
PAS-positivo, persiste nas sementes adultas.
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Figura 1 - Eletromicrografias (MEV) mostrando a forma de sementes de espécies de Indigofera. a. I. asperifolia. Semente
rombdide. b. I. bongardiana. Semente cubica. c. I. campestris. Semente rombéide. d. I. guaranitica. Semente cilindrica. e.
L lespedezioides. Semente rombdide. f. I. spicata. Semente romboéide. Escalas = 500 pm.
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Figura 2 - Eletromicrografias (MEV) mostrando a forma e superficie do hilo de sementes de espécies de Indigofera.
a. . asperifolia. Hilo pequeno, ovado. Microescultura da superficie préxima ao hilo microrreticulada. b. I. bongardiana.
Hilo pequeno, ovado. Microescultura da superficie proxima ao hilo microrreticulada. c. I. campestris. Hilo grande,
circular. Microescultura da superficie préxima ao hilo macrorreticulada. d. I. lespedezioides. Hilo grande, ovado.
Microescultura da superficie proxima ao hilo microrreticulada. e. I. microcarpa. Hilo pequeno, circular. Microescultura
da superficie préxima ao hilo microrreticulada. f. I. spicata. Hilo grande, ovado. Microescultura da superficie préxima
a0 hilo macrorreticulada. Escalas = 50 pm.
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Tabela 2 - Caracteres morfoldgicos diagndsticos observados na semente de espécies de Indigofera.

Espécies Formato Tamanho Hilo Microescultura Osteoesclereides
(mm) n=10 do envoltorio (nimero de camadas)
1. asperifolia rombdide 1,47+0,07x pequeno, ovado microrreticulado 2 (Fig. 3a)
(Fig. la) 0,92+0,28 (Fig. 2a), escuro (Fig. 2a)
I. bongardiana  ctbica 1,5+0,0x pequeno, ovado microrreticulado 2
(Fig. 1b) 1,0+0,0 (Fig. 2b), claro (Fig. 2b)
1. campestris rombodide 1,3+0,205x grande, circular macrorreticulado 2
(Fig. lc) 1,0+0,0 (Fig. 2c¢), claro (Fig. 2¢)
1. guaranitica cilindrica 1,79+0,21x pequeno, microrreticulado 2 a 3 (Fig. 3b)
(Fig. 1d) 0,86+0,09 circular, claro
1. lespedezioides rombdide 2,05+0,15x grande, ovado microrreticulado 2 (Fig. 3d)a 3
(Fig. le) 1,3+0,35 (Fig. 2d), escuro (Fig. 2d)
1. microcarpa rombdide, 1,25+0,23x pequeno, circular microrreticulado 2 (Fig. 3¢)
ctbica 1,07+£0,04 (Fig. 2e), escuro (Fig. 2e)
1. spicata rombodide 1,49+0,13x grande, ovado macrorreticulado 2
(Fig. If) 1,0+0,0 (Fig. 2f), claro (Fig. 2f)

Figuras 3 - Secdes longitudinais do envoltério seminal de espécies de Indigofera. a. I. asperifolia.b. I. guaranitica.
c. I. microcarpa. d. I. lespedezioides. Observe que a testa é constituida de macroesclereides (m) e osteoesclereides
(0), e que as células do endosperma (e) apresentam contetido. Restos do tegumento interno aparecem na ponta das
setas. Escalas = 32 um.

Rodriguésia 58 (2): 265-273. 2007



Envoltorio seminal de espécies de Indigofera

Discussio

A anatomia do envoltério das sementes
ndo apresentou muitas diferencas entre as
espécies, constituindo  caracteres
conservativos para o género e, mesmo dentro
da familia, sendo tipica de espécies de
Leguminosae, como descrito por Corner
(1951) e revisto por Gunn (1981). Interessante
notar que a testa das sementes ndo
apresentou camadas de fibras, como outras
espécies de Leguminosae (Gunn 1981,
Teixeira et al. 2004). A participacdo exclusiva
do tegumento externo na formacgdo da testa,
macroesclereides com conteddo fendlico,
osteosclereides constituindo a testa e a
auséncia de fibras sdo dados também obtidos
em estudos do desenvolvimento do envoltério
seminal de espécies asidticas de Indigofera
(Deshpande & Untawale 1971, Manning &
von Staden 1987). Tais trabalhos sdo os
Unicos encontrados na literatura tratando de
anatomia de sementes deste género.

A dorméncia tegumentar descrita por
Cantliffe et al. (1980) e Carpanezzi &
Fowler (1997) para as sementes de espécies
de Indigofera deve-se provavelmente a
presenca de camadas de macroesclereides
e osteoesclereides na testa, principalmente
na regido hilar, que atuariam como barreira
a entrada de dgua e oxigénio para a
germinagdo das sementes (Melo-Pinna et al.
1999, Ferreira & Borghetti 2004). Tal
dorméncia pode ser quebrada apds a imersao
das sementes em dgua quente (Carpanezzi
& Fowler 1997), o que, no cerrado, ambiente
de ocorréncia natural destas espécies, deve
ocorrer apés a elevacido de temperatura
ocasionada por queimadas periddicas tipicas
desta formacdo vegetacional. Seu rdpido
estabelecimento em dreas de pastagens pode
ser ocasionado pelas queimadas da
vegetacdo para a implantacdo e limpeza do
pasto, e também pelo pequeno tamanho das
sementes, que permite uma rapida dispersao
(Plaza et al. 2004).

Dificuldades de identificacdo devido a
semelhanca morfolégica de 1. campestris e
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1. spicata (Moreira & Tozzi 1997), por
exemplo, podem ser solucionadas com o
emprego da anatomia foliar (forma das
células epidérmicas e venagdo ultima
marginal - Barros, dados ndo publicados), e
pelo tamanho e forma do hilo seminal (Tab.
2). Ja I. microcarpa (ver em tabela 2 os
materiais provenientes da Bahia e Rio Grande
do Sul) e I. sabulicola (ver na tabela 2 os
materiais provenientes do Mato Grosso e do
Mato Grosso do Sul), sinonimizadas por Leon
& Alain (1951), ndo puderam ser distinguidas
pelos caracteres do envoltério seminal. Dados
obtidos de trabalhos de anatomia foliar
(Barros, dados nao publicados), de distribui¢cao
e tipos de glandulas (Marquiafavel, dados ndo
publicados), e do presente trabalho (forma e
tamanho das sementes: ctbica e menor em /.
sabulicola, romboide e maior em . microcarpa)
indicam a necessidade de reavaliacdo da
sinonimizacao destas espécies.

A combinacdo de caracteres
provenientes da microescultura da superficie
seminal, da forma e do tamanho do hilo e da
semente, e do nimero de camadas de
osteosclereides na testa, permitiu a
identificacdo de sementes das sete espécies
de Indigofera estudadas neste trabalho (Tab.
2). A anatomia foliar destas espécies foi
estudada e o tipo de mesofilo, a forma das
células epidérmicas, a morfologia dos
tricomas tectores e secretores, a presenca de
compostos fendlicos e idioblastos cristaliferos,
o tipo de venacdo marginal e de
desenvolvimento da aréola também
constituiram caracteres diagndsticos (Barros,
dados ndo publicados). Tais dados, adicionado
ao fato de que variagdes morfoldgicas intra e
inter-populacionais em uma espécie também
ndo foram observadas, como esperado por
autores que trabalharam com a taxonomia de
espécies brasileiras (Eisinger 1987; Moreira
& Tozzi 1997) e sul-americanas de
Indigofera (White 1980), indicam que a
anatomia é uma ferramenta bastante ttil para
a taxonomia do género.
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