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RESUMO

Senna Mill. € um dos géneros com maior numero de espécies da
subfamilia Caesalpinioideae (Leguminosae), sendo, no Brasil, composto por 80
espécies, 4 subespécies e 55 variedades. Elas ocorrem em campos, beiras de
estrada e como pioneiras em florestas em formagdo. Possem grande potencial
medicinal, ornamental e para produ¢do de madeira e recuperacdo de areas
degradadas. Este género, juntamente com Cassia L. sensu stricto e
Chamaecrista Moench, compde a subtribo Cassinae (tribo Cassieae). Apesar de
confirmada esta subdivisdo, o entendimento do carater monofilético de
Cassiinae, da relagdo filogenética entre esses trés gé€neros, bem como das
relagdes interespecificas dentro de cada género, precisa ser melhorado com a
investigagdo de um maior nimero de espécies e inclusdo de novas informagdes
bioldgicas. Com relagdo a filogenia de Senna, das seis secdes reconhecidas
somente Psilorhegma ¢é monofilética, enquanto Chamaefistula, Senna,
Peiranisia sdo parafiléticas, e Astroites e Paradyction estdo dentro de dois dos
sete maiores clados identificados por filogenia molecular de sequencias de DNA
cloroplastidicas. Com relagdo aos estudos citogenéticos do género, sdo
encontrados 0s nimeros cromossomicos 2n = 24, 26, 28 e 56, com prevaléncia
de 2n = 28, sendo comumente consideradas espécies com comportamento
meidtico regular. Em geral, as espécies de Senna apresentam nucleos
interfasicos dos tipos arreticulado e semi-reticulado, cromossomos relativamente
pequenos (1 a 3 um) e caridtipos simétricos. Caracterizagdo do nucleo
interfasico, do nimero ¢ da morfometria dos cromossomos e da determinagao da
quantidade de DNA gendmico foi realizada em 11 espécies de Senna. Houve
variabilidade interespecifica para todas as caracteristicas avaliadas. Os dados
confirmaram poliploidia e disploidia como fendmenos importantes na evolugdo
cariotipica do género. No entanto, as informagdes citogenéticas ndo foram
conclusivas para inferéncias citotaxonomicas. Observou-se variagdo
cromossomica numérica entre células meristematicas de um mesmo individuo
para as espécies S. macranthera macranthera, S. rugosa e S. splendida
splendida. S. rugosa é uma espécie apomitica facultativa, com variabilidade
interpopulacional para grau de expressdao da apomixia.

Palavras-chave: Apomixia. Caesalpinioideae. Citogenética. Conteido de DNA.
Disploidia. Nimero cromossémico.



ABSTRACT

Senna Mill. is one of the largest genera in Caesalpinioideae
(Leguminosae), comprising 80 species, 4 subspecies and 55 varieties in Brazil.
Its species can be finding in fields, roadsides and as a pioneer in forming forests.
They have great potential for medicinal and ornamental purposes, wood
extraction and degraded areas recovery. This genus, along with Cassia L. sensu
stricto and Chamaecrista Moench, comprises the subtribe Cassinae (tribe
Cassieae). Although this subdivision is confirmed, the understanding of
monophyletic nature of Cassiinae, phylogenetic relationship between these three
genera, as well as interspecific relations within each genus needs to be improved
with a greater number of species and additional biological information.
Concerning the phylogeny of the six sections of Senna, Psilorhegma is
recognized as monophyletic, while Chamaefistula, Senna, Peiranisia are
paraphyletic and Astroites and Paradyction are within two of the seven major
clades identified by molecular phylogeny of chloroplast DNA sequences. In
Senna, chromosome numbers of 2n = 24, 26, 28 and 56, with a prevalence of 2n
= 28, are described and the species usually have regular meiotic behavior. They
also show non-reticulated and semi-reticulated interphasic nuclei, chromosomes
relatively small (1-3 pum) and symmetrical karyotypes. Description of the
interphasic nucleus, chromosome number and morphology, and genomic DNA
amount were performed on 11 species of Senna. There was interspecific
variability for all evaluated characteristics. Data indicate polyploidy and
disploidy as important phenomena in karyotypic evolution of the genus.
However, cytogenetic information was not conclusive for taxonomic inferences.
Chromosome number variation among meristematic cells from the same
individual was observed for the species S. macranthera macranthera, S. rugosa
and S. splendida splendida. S. rugosa is facultative apomitic, with
interpopulation variability for the degree of expression of apomixis.

Keywords: Apomixis. Caesalpinioideae. Cytogenetics. Chromosome number.
Disploidy. DNA content.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Leguminosae Juss. ¢ a terceira maior familia de fanerogamas e esta
dividida em trés subfamilias, 36 tribos, 730 géneros e 19.325 espécies (LEWIS
et al., 2005). No Brasil sdo encontrados 211 géneros e 2.709 espécies, os quais
representam uma amostra significativa da diversidade da familia (LIMA et al.,
2012). As subfamilias Caesalpinioideae, Faboideae ¢ Mimosoideae foram
separadas com base em caracteres morfologicos, particularmente nos florais
(TUCKER, 2003), sendo consideradas de tamanhos desiguais e ndo
monofiléticas (DOYLE; LUCKOW, 2003; LEWIS et al, 2005;
WOJCIECHOWSKI, 2003).

A subfamilia Caesalpinioideae compreende quatro tribos, 171 géneros e
cerca de 2.250 espécies, sendo a maioria de seus representantes de distribuigcao
tropical (LEWIS et al., 2005). Dentre os géneros com o maior nimero de
espécies desta subfamilia encontra-se Senna Mill., com cerca de 300 (DOYLE;
LUCKOW, 2003; LEWIS, 2005), sendo que no Brasil, este ¢ composto por 80
espécies, 4 subespécies e 55 variedades (SOUZA; BORTOLUZZI, 2012).
Muitas espécies de Senna sdo arbustos que ocorrem em campos € COmo
pioneiras em florestas em formacdo, principalmente em suas margens, sendo
também comuns em beiras de estrada (BIONDO et al., 2005c¢), possuindo grande
potencial medicinal (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; EVANS; BANSI;
SAMUE, 2002; LORENZI; ABREU, 2002; SAMY; IGNACIMUTS, 2001;
TONA et al., 2004), ornamental e para a produgdo de madeira e a recuperagao
de areas degradadas (ARATO; MARTINS; FERRARI, 2003).

A subtribo Cassiinae, da tribo Cassieae, da subfamilia Caesalpinioideae,

¢ constituida de trés géneros Cassia L. sensu stricto, Chamaecrista Moench e
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Senna Mill. (LEWIS, 2005). A existéncia destes trés géneros distintos,
resultantes da subdivisdo do género Cassia L. sensu lato, hoje circunscrita como
subtribo Cassiinae, foi inicialmente proposta em 1871 por Bentham, sendo esta
divisdo reconhecida com base nas caracteristicas do androceu, corola,
arquitetura floral e presenca ou auséncia de bractéolas (IRWIN; BARNEBY,
1981, 1982). Subsequentes trabalhos taxonomicos ¢ filogenéticos confirmaram a
segregacdo (BOONKERD; PECHSRI; BAUM, 2005; TUCKER, 1996).
Atualmente, a subtribo Cassiinae tem sido considerada monofilética (LEWIS,
2005). No entanto, as analises morfologicas e moleculares com base em
sequéncias de DNA cloroplastidico e marcadores (RAPD, ISSR ¢ AFLP), apesar
de confirmarem a divisdo nestes trés géneros, sdo conflitantes com relagdo ao
carater monofilético de Cassiinac e quanto a relacdo entre os géneros
(ACHARYA; MUKHERIJEE; PANDA, 2011; BRUNEAU et al., 2001; DOYLE
et al., 2000; HERENDENN; BRUNEAU; LEWIS, 2003a, 2003b; KAJITA et
al.,, 2001; TRIPATHI; GOSWAMI, 2011). Segundo Acharya, Mukherjee e
Panda (2011), a filogenia da subtribo Cassiinae necessita ser trabalhada com um
maior de nimero de espécies.

Nesse sentido, € importante a geragdo de informagdes adicionais que
contribuam para a elucidagdo das questdes taxondmicas que persistem na
subtribo. Investigagdes aprofundadas das caracteristicas do conjunto
cromossOmico, bem como dados morfoldgicos e moleculares aliados as
informagdes filogenéticas estabelecidas podem constituir uma ferramenta
valiosa para o entendimento dos mecanismos de evolugdo cariotipica e suas
implicag¢des taxondmicas dentro de um grupo (GUERRA, 2008).

Com relagdo aos estudos citogenéticos e citotaxondmicos sobre o género
Senna, a maioria descreve o nimero cromossémico, 0 comportamento meiotico
e a viabilidade polinica, com algumas inferéncias a respeito da sistematica da

subfamilia Caesalpinioideae, a qual a subtribo Casiinae pertence (BIONDO et
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al., 2005; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005a, 2005b;
FERREIRA, 2009). Aspectos detalhados da morfologia ¢ morfometria dos
cromossomos de algumas espécies de Senna foram descritos por Ferreira et al.
(2010) e Souza e Benko-Iseppon (2004), sendo que nesse ultimo sdo
apresentados também padrdes de bandeamento fluorescente.

O presente trabalho visa entender a evolugdo cariotipica dentro do
género Senna, e contribuir com a definigdo, mesmo que parcial, das relagdes
taxonomicas dentro da subtribo Cassiinae, a partir de caracteristicas

citogenéticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos de sistematica e evolucdo de Cassiinae

Nas analises filogenéticas moleculares Leguminosae, Faboideae e
Mimosoideae parecem representar linhagens monofiléticas (DOYLE et al.,
2000; KAIJITA et al, 2001; WOIJCIECHOWSKI, 2003). Entretanto,
Caesalpinioideae, provavelmente ¢ parafilética, compreendendo uma reunido de
diversas linhagens ndo relacionadas, a maioria divergindo relativamente cedo na
historia da familia. Essa subfamilia é dividida em cinco tribos: Caesalpineae,
Cassieae, Detarieae, Cercideae, a qual foi a primeira a divergir na familia, de
acordo com dados moleculares, e Macrolobieae que ¢ a mais recente e derivada
de Detarieae (DOYLE; LUCKOW, 2003; TUCKER, 2003).

A tribo Cassieae, a qual € considerada um grupo artificial, contém 20
géneros ¢ cerca de 735 espécies (LEWIS, 2005), sendo dividida por Irwin e
Barneby (1981) em cinco subtribos: Ceratoniinae (monogenérica), Dialiinae
(com 13 géneros), Duparquetiinae (monogenérica), Cassiinae (com trés géneros)
e Labicheiinae (com dois géneros). Esta tribo ndo ¢ monofilética, incluindo ao
menos trés linhagens separadas, de acordo com analises filogenéticas
moleculares (DOYLE, 1995; DOYLE et al., 2000). Segundo Lewis (2005), a
tribo Cassieae constitui uma reunido de taxa ndo relacionados, os quais poderdo
segregar em mais grupos naturais. Por exemplo, Cassia, Senna e Chamaecrista
compreendem cerca de 661 espécies, sendo que algumas sdo mais estritamente
relacionadas com a tribo Caesalpinicae. A grande diversidade no
desenvolvimento da forma floral, com muitas combina¢des de organogénese,
corrobora a falta de relagdes entre membros desta tribo (TUCKER, 2003).

A subtribo Cassiinae ¢ a maior, em numero de espécies, das cinco

subtribos que compde a tribo Cassiecae, sendo composta de trés géneros: Cassia
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L. sensu stricto, Chamaecrista Moench e Senna Mill. (IRWIN; BARNEBY,
1981, 1982; LEWIS, 2005). Os trés gé€neros sdo superficialmente similares e
mostram muitos caracteres especializados, tais como flores de cor amarela,
corola pentamera, heterostemonia dorsiventral e antera com deiscéncia poricida
(BOONKERD; PECHSRI; BAUM, 2005). Estudos feitos com proteinas de
sementes (GUAREEB; KHALIFA; FAWZI, 1999), caracteres morfologicos,
vegetativos e reprodutivos (DULBERGER; SMITH; BAWA, 1994;
GOTTSBERGER;  SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1988; IRWIN;
BARNEBY, 1981, 1982; OWENS; LEWIS, 1989), caracteristicas ontogenéticas
(TUCKER, 1996), sistematica molecular (ACHARYA; MUKHERIJEE,;
PANDA, 2011; BRUNEAU et al., 2001; DOYLE et al., 2000; HERENDENN;
BRUNEAU; LEWIS, 2003a, 2003b; KAJITA et al., 2001; TRIPATHI;
GOSWAMLI, 2011) e citogenética (BIONDO et al., 2005; BIONDO; MIOTTO;
SCHIFINO-WITTMANN, 2005a, 2005b; GOLDBLATT, 1981) corroboram a
divis@o de Cassinae em trés géneros.

Segundo Doyle et al. (2000), a arvore filogenética consenso baseada em
sequéncias de DNA cloroplastidico (gene rbclL) ndo suporta a monofilia de
Cassiinae, com os trés géneros incluidos numa ampla politomia (KAJITA et al.;
2001). As analises moleculares com base em sequéncias de DNA cloroplastidico
(intron trnL) de Bruneau et al. (2001) também suportam a hipotese de ndo
monofilia, embora a relagdo encontrada entre os géneros, Cassia, Chamaecrista
e Senna ndo tenha sido a mesma. Enquanto Doyle et al. (2000) e Kajita et al.
(2001) sugerem que Chamaecrista e Senna sejam taxa irmaos e Cassia esteja em
um clado distinto, para Bruneau et al. (2001) os trés géneros estdo em clados
distintos, sendo que Chamaecrista constitui um clado irmao do clado B ¢ o
clado de Cassia ¢ irmdo do clado monofilético de Senna.

Herendeen, Bruneau e Lewis (2003a) expandiram os estudos de Bruneau

et al. (2001) por meio de uma combina¢ao das analises moleculares com base
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em sequéncias de DNA cloroplastidico (intron trnl) com caracteres
morfoldgicos, os quais incluiam aspectos da morfologia vegetativa e anatomia e
estruturas das inflorescéncias, mostrando que Cassia nio se agrupa com Senna e
tampouco com Chamaecrista, e ainda que esses dois ultimos formam um clado.
Porém, estes autores relatam que os caracteres florais ndo foram incluidos nestas
analises devido a auséncia de dados para todos os taxa. Posteriormente,
Herendeen, Bruneau e Lewis (2003b) continuaram os estudos de filogenia
aliando analises moleculares com base em sequéncias de DNA cloroplastidico
(intron trnL e trnL-F spacer) e caracteres morfoldgicos, incluindo a morfologia
floral, e encontraram Cassia, Chamaecrista e Senna formando um clado, com
Chamaecrista sendo um grupo irmdo aos outros dois géneros. Desta maneira,
esta subtribo, até entdo, tem sido considerada monofilética (LEWIS, 2005). No
entanto deve se considerar que tanto a filogenia de Cassiinae, bem como a
filogenia da subfamilia Caesalpinioideae, a qual pertence, sdo complexas e os
caracteres morfologicos florais também sdo complexos, sendo que Herendeen,
Bruneau e Lewis (2003b) comenta que em alguns géneros a existéncia de flores
bissexuais complica o entendimento da historia evolucionaria da expressdo
sexual destas plantas.

Os mais recentes estudos envolvendo Cassia, Chamaecrista e Senna
(ACHARYA; MUKHERIJEE; PANDA, 2011; TRIPATHI; GOSWAMI, 2011)
utilizaram dados de marcadores moleculares (RAPD, ISSR e AFLP), revelando
alto grau de diversidade genética entre os taxa de Cassiinae, sendo que os
dendrogramas e as analises de agrupamento comprovaram mais uma vez que
estes géneros possuem identidade ao nivel molecular, corroborando com a
elevacdo do antigo género Cassia L. senso lato para o nivel de subtribo, subtribo
Cassiinae, e a segregacdo dos trés géneros ao invés de formarem categorias
infragenéricas.

Marazzi et al. (2006) comegaram a estudar as relagdes filogenéticas
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dentro do género Senna baseados em andlises de sequéncias de DNA de trés
regides cloroplastidicas (rpS16, rpL16, e matK), desenvolvendo, entdo, modelos
evolutivos de simetria floral e nectarios extraflorais (NEFs). Segundo estes
autores, estes nectarios sdo comumente encontrados nas folhas e mais raramente
nos pedicelos, sendo Orgdos atratores de formigas, as quais se alimentam deste
néctar protegendo a planta contra herbivoros, formando uma interagdo
oportunistica planta-formiga ou mutualismo.

Senna Mill. compreende 35 séries distribuidas em seis segoes:
Psilorhegma, Chamaefistula, Senna, Peiranisia, Paradyction ¢ Astroites
(IRWIN; BARNEBY, 1982). De acordo com Marazzi et al. (2006), destas seis
secdes reconhecidas somente Psilorhegma ¢é monofilética, enquanto
Chamaefistula, Senna, Peiranisia sdo parafiléticas, ¢ Astroites e Paradyction
estdo dentro de dois dos sete maiores clados identificados por essa filogenia
molecular. Assim, foram definidos dois clados, os quais incluem somente
espécies com flores zigomorfa, enquanto os quatro clados remanescentes contém
espécies com flores assimétricas. De acordo com estes autores, evidéncias
filogenéticas e ecologicas sugerem que os NEFs em Senna, considerado um
género ndo mofilético, podem representar uma inovagdo nas estratégias de
defesa da planta, a qual promoveu diversificacdo em larga escala e colonizagdo
de uma ampla gama de habitats e climas em diferentes continentes,
especialmente na América e na Australia.

Marazzi, Conti ¢ Endress (2007) estudaram a estrutura floral de 69
espécies dos maiores clados de Senna, identificando novas caracteristicas
morfologicas. Marazzi e Endress (2008) continuaram os estudos de
desenvolvimento floral em 60 espécies de Senna, reconhecendo cinco modelos
de assimetria floral. Estes dados sdo congruentes com os clados suportados pela
filogenia molecular proposta por estes mesmos autores (MARAZZI et al. 2006).

Mais recentemente, Marazzi e Sanderson (2010) investigaram o tempo e
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o modo de diversificagdo de Senna, desenvolvendo modelos em larga escala,
visando entender o papel evolutivo dos nectarios extraflorais (NEF). Segundo
estes autores, em Senna, os NEFs caracterizam o maior clado (NEF clado),
incluindo 80% das espécies do género. Analises moleculares sugeriram que
Senna originou no inicio do Eoceno, e que sua maior linhagem tenha surgido
entre meados do Eoceno e inicio do Oligoceno. Os NEFs evoluiram no final do
Eoceno, depois da principal radiagdo das formigas. O clado NEF diversificou
rapidamente, tornando-se mais siginificativo do que as espécies dos clados que
nao possuem NEFs. Desta maneira estes autores concluem que os NEFs podem
ter promovido a colonizagdo de novos habitats, aparecendo com o inicio dos
Andes, o que explicaria a concentragdo geografica distinta do clado NEF na
América do Sul.

Soladoye et al. (2010) identificaram e diferenciaram oito espécies de
Senna do sudoeste da Nigéria, baseado em treze caracteres morfologicos
quantitativos, bem como interpretaram as similaridades e diferengas usando a
taxonomia numérica. As andlises de grupo baseadas nos parametros
quantitativos mostraram que S. hirsuta (Linn.) H.S. Irwin e Barneby e S.
sophera (L.) Roxb. sdo mais relacionadas; S. occidentalis (Linn.) Link, S.
siamea (Lam.) H. S. Irwin ¢ Barneby e S spectabilis (DC.) Irwin e Barneby
mostraram alguma semelhanga, enquanto S. occidentalis estd distantemente
relacionada a S. sophera.

Outro género da subtribo Cassinae que possui estudos com abordagens
filogenética de suas se¢des ¢ Chamaecrista. Conceigao et al.(2009) estudaram a
filogenia do género usando dados moleculares de sequencias de DNA nuclear
(ITS) e plastidicas (trnL-F spacers), representando as seis se¢des de
Chamaecrista. A monofilia deste género foi altamente suportada pelas analises
destes autores, os quais sugeriram que o modelo de diversificagdo ocorreu

através de um deslocamento inicial de arvores para um clado mais diverso de
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arbustos de cerrado. Dois sucblados foram reconhecidos: (1) um clado com
espécies de planalto e de montanha caracterizado por auséncia de nectarios
extraflorais e o aparecimento de pélos glandulares pegajosos; e (2) um clado
com a maioria das espécies herbaceas com inflorescéncias fasciculadas

axilarmente € nimero cromossomico reduzido.

2.2 Aspectos citogenéticos de Senna Mill.

A subfamilia Caesalpinioideae ¢ considerada poliploide (geralmente 2n
= 14, 16, 22, 24, 26, 28, 32, 48 ¢ 52), com a prevaléncia de tetraploides com o
numero basico x = 7 (BANDEL, 1974; GOLDBLATT, 1981. As
Caesalpinioideas podem ser consideradas um grupo ancestral dentro da familia,
devido ao fato de suas espécies tenderem a possuir pequenos cromossomos com
caridtipos relativamente simétricos (KUMARI; BIR, 1989; SOUZA; BENKO-
ISEPPON, 2004). Com relagdo ao tamanho cromossomico, Souza e Benko-
Iseppon (2004) estudaram espécies dos trés taxa de Cassiinae, sendo que
algumas Senna e Cassia com o mesmo nivel de ploidia apresentaram tamanhos
cromossomicos contrastantes.

A subtribo Casiinae pode ser considerada multibasica, com x = 6, 7, &,
10, 11, 12, 13 e 14 (IRWIN; TURNER, 1960), sendo x = 7 considerado como o
numero primdrio basico para esta subtribo, provavelmente responsavel pelo
estabelecimento do numero basico secundario x = 14, do qual x =13 e 12 podem
ter evoluido por meio da diminui¢do por aneuploidia (ATCHINSON, 1951;
BIONDO et al., 2005; GEORGE; BHAVANANDAN, 1993; GOLDBLATT,
1981; IRWIN; TURNER, 1960; SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004). A
literatura demonstra a ocorréncia de aneuploidia em ambito populacional
(GEORGE; BHAVANANDAN, 1993; IRWIN; TURNER, 1960) e a existéncia

de citdtipos distintos em populagdes naturais de algumas espécies de Cassiinae
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(GOLDBLATT, 1981).

Souza e Benko-Iseppon (2004) analisaram o cariotipo de 13 espécies de
Caesalpinioideae (Bauhinia L., Caesalpinia L., Cassia, Chamaecrista e Senna) e
Faboideae (Bowdichia Kuntch, Centrosema (DC.) Benth. ¢ Dioclea Kunth)
coletados em 17 populagdes naturais do Pard (Amazonas). Diferencas
significativas no tamanho cromossémico, morfologia ¢ comportamento de
condensacdo entre os membros analisados da subtribo Cassiinac (Cassia,
Chamaecrista e Senna) revelaram que esta subtribo ¢ um grupo heterogéneo, do
ponto de vista carioldgico. Bandeamento com fluorocromos, feito pela primeira
vez em Caesalpinioideae, revelou discretas bandas terminais CMA+/DAPI-,
ricas em G/C, nos pares cromossdmicos dois e quatro da maioria das espécies
analisadas, com poucas espécies apresentando discretas bandas CMA—/DAPI+,
ricas em A/T.

Biondo, Miotto e Schifino-Wittmann (2005a) determinaram o nimero
de cromossomos e analisaram o comportamento meidtico de onze espécies
arboreas da subfamilia Caesalpinioideae ocorrentes na regido sul do Brasil. O
numero de cromossomos na maioria das espécies analisadas foi 2n = 28, sendo
encontrado 2n = 24 em Senna multijuga (L.C. Rich.) H. S. Irwin & Barneby, e
2n = 26 em Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. Os nucleos apresentaram
padrdo arreticulado e o comportamento meiodtico foi regular em todas as espécies
analisadas. Analises detalhadas do comportamento meiotico de populagdes de
espécies de leguminosas naturais demonstram que a maioria geralmente mostra
comportamento regular, alto indice meidtico e alta viabilidade do grao de polen
(BIONDO et al., 2005a). Os autores sugerem ampliacdo das coletas ¢ analises
citogenéticas em mais individuos e espécies, de forma a gerar informagdes
adicionais que permitam conclusdes mais abrangentes a respeito da estrutura
genética e dos sistemas reprodutivos, que ainda sdo pouco conhecidos na

subfamilia Caesalpinioideae, para melhor entendimento da sua evolugao.
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Biondo, Miotto e Schifino-Wittmann (2005b) descreveram o nimero
cromossomico de espécies de 10 géneros pertencentes as tribos Cassieae,
Caesalpinicae e Cercideae, totalizando 74 acessos de 27 taxa. Os numeros
encontrados foram 2n = 32, 28, 26, 24, 22, 16 ¢ 14. A maioria das espécies
apresentou 2n = 28 cromossomos. Chamaecrista diferenciou-se dos demais
géneros por apresentar 2n = 32, 16 e 14 cromossomos, sendo 2n = 32
supostamente originado por poliploidizacdo. O nimero basico proposto foi de
x= 14 para as espécies de nove géneros estudados, com os demais nlimeros x =
13, 12 e 11, tendo surgido, provavelmente, por aneuploidia. Para Chamaecrista,
o numero basico sugerido foi x = 8 para a maioria das espécies. O carater
numero de cromossomos mostrou-se relevante na distingdo de taxons do género
Chamaecrista dos demais géneros. Desta maneira, os autores sugerem a
separagdo de Chamaecrista dos demais géneros pertencentes a subtribo
Cassiinae, baseados no carater nimero cromossdmico, juntamente com outros
caracteres analisados e encontrados na literatura. Os autores comentam,no
entanto, que esta afirmacdo possa ser prematura, principalmente devido ao
pequeno volume de informagoes. Assim, Biondo, Miotto e Schifino-Wittmann
(2005b) ressaltam que muitas espécies ainda ndo foram analisadas e nem
revisadas taxonomicamente, sendo necessarios mais estudos taxonOmicos e
biossistematicos para confirmar esta separacao.

Biondo et al. (2005¢) analisaram o namero cromossdmico, o
comportamento meiotico, o indice meiotico e a viabilidade do grao de polen em
17 espécies de Senna ocorrentes no sul do Brasil. Os nlimeros cromossomicos
encontrados foram 2n = 22, 24, 26, 28 e 56. Nenhuma variabilidade
intraespecifica foi detectada, com n=14 predominando. Segundo estes autores,
seus resultados suportam a hipotese que tem sido previamente sugerida por
outros autores (GOLDBLATT, 1981; IRWIN; TURNER, 1960; SOUZA;
BENKO-ISEPPON, 2004), de que x= 14 ¢ o numero basico para Senna,
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provavelmente sendo um nimero basico derivado, € que os outros numeros
poderiam refletir a disploidia como uma tendéncia evolucionaria do género.
Somente o acesso de Senna rugosa (G. Don) H. S. Irwin e Barneby mostrou ser
tetraploide, em contraste com as referéncias prévias para esta espécie. O
comportamento meidtico foi regular para todas as espécies e acessos, mas
algumas irregularidades, tais como uni e multivalentes ¢ segregagdo desigual,
foram ocasionalmente observadas. Os indices meidticos foram altos, em torno de
95%. A média da viabilidade polinica foi cerca de 81% para todas as espécies,
mas, para alguns taxa, valores muito baixos foram encontrados em alguns
acessos.

Ferreira (2009) caracterizou e comparou namero cromossomico,
comportamento meidtico e viabilidade do grdo de poélen de onze espécies de
Senna incidentes no sul do estado de Minas Gerais. As espécies analisadas
apresentaram n = 12, 13, 14, e 28 cromossomos, sendo 0 comportamento
meiodtico de Senna alata (L.) Roxburgh, Senna siamea (Lam.) H. S. Irwin e
Barneby, S. silvestres (Vell.) H. S. Irwin e Barneby var. bifaria H. S. Irwin e
Barneby e S. spectabilis (DC.) H. S. Irwin e Barneby descritos pela primeira vez.
Foram identificados acessos com n=14 e n=28 em S. rugosa (G. Don) H. S.
Irwin e Barneby, nos quais foi demonstrada a existéncia de quadrivalentes. A
ocorréncia desse tipo de pareamento evidenciou uma homeologia entre
complementos cromossdmicos, gerando uma discussdo sobre o numero basico
do género, sugerindo uma ocorréncia de ciclos anteriores de poliploidizagdo no
processo evolutivo de Senna. A maioria das espécies analisadas apresentou
comportamento meiotico regular, alto indice meiotico e alta viabilidade do grio
de pdlen.

Comportamento meidtico, morfologia polinica, classificagdo de nucleo
interfasico e descri¢do cariotipica para acessos da espécie Senna occidentalis

(L.) Link, do sul de Minas Gerais, foram apresentados por Ferreira et al. (2010).
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Esta espécie apresentou nticleo interfasico do tipo arreticulado e condensagdo
cromossomica homogénea, com minutas por¢des de condensacao distal atrasada
na prometafase. O numero de cromossomos relatados foi de 2n =28 (9 m + 5
sm), com constricdo secundaria num par cromossdmico. Foram detectados
quatro nucléolos, com coloracdo com nitrato de prata, indicando a existéncia de
dois pares cromossomicos com Regido Organizadora do Nucléolo (RON). O
comportamento meidtico foi regular, com alto indice meiotico (95%). O grao de

polen foi classificado como polar esferoidal, apresentando 90% de viabilidade.

2.3 A citogenética como uma ferramenta para a taxonomia vegetal e a

caracterizacdo da biodiversidade

Dentre as maneiras de se estudar a citogenética dos diferentes grupos
vegetais, os caracteres numero ¢ tamanho dos cromossomos metafasicos
mitéticos assim como sua morfologia, presenga de constricdes secundarias e
padrdes de distribuicdo da heterocromatina auxiliam na distingdo de plantas
morfologicamente similares, sendo excelente ferramenta para a taxonomia, para
o melhoramento genético e para estudos genéticos com vegetais, uma vez que
tais informagdes podem ser uteis na identificagdo e caracterizagdo de espécies e
hibridos, bem como para o entendimento da evolugdo das mesmas (CLARK;
WALL, 1996; GUERRA, 2008; SHAN; YAN; PLUMMER, 2003).

Com o refinamento das técnicas citogenéticas, mais respostas tém sido
alcancadas com o estudo dos cromossomos vegetais, ja que alguns taxa com
problemas taxondmicos que possuem o caridtipo estavel necessitam de outras
técnicas, além daquelas utilizadas na citogenética convencional, para revelarem
sua variagdo (SUMNER, 1990).

Entre essas técnicas, as mais empregadas sdo o bandeamento C, que

revela as regides heterocromadticas, e a coloragdo com fluorocromos CMA; e
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DAPI, que permitem uma coloragdo diferencial ao longo dos cromossomos. A
utilizagdo de fluorocromos tem permitido identificar diferentes tipos de
heterocromatina com base na propriedade de corarem mais ou menos
intensamente os segmentos ricos em determinados pares de bases, destacando-se
entre eles a cromomicina A; (CMAj) e a quinacrina, especificos para regides
ricas em GC, assim como o Hoechst 33258 ¢ o DAPI, especificos para regides
ricas em AT (SUMNER, 1990).

Além do bandeamento cromossdmico, a técnica de FISH (fluorescent in
situ hybridization) tem sido amplamente utilizada, possibilitando a observagio
de regides especificas a partir de sondas que se hibridizam com seqiiéncias de
DNA complementares ao longo dos cromossomos (GUERRA, 2004).

Smarda et al. (2005) e Smarda e Koci (2003) realizaram estudos com
espécies representantes do subgénero Festuca L. (Poaceae), as quais
apresentaram grande similaridade morfolégica. Apenas por tais caracteres, a
identificagdo e caracterizacdo dos varios taxa tém sido muito problematica e as
vezes impossivel para os taxonomistas. Nesse caso, o nivel de ploidia tem sido
usado como critério basico de classificagdo e descricdo destas espécies, sendo
possivel inclusive a separagdo de sinonimias.

Artelari e Georgiou (2003) utilizaram dados citogenéticos ¢ do sistema
de reprodu¢do para sinonimizar duas espécies de Limonium Mill
(Plumbaginaceae), uma vez que apresentaram o mesmo nimero cromossomico,
diversas similaridades morfologicas e se reproduziam através de mecanismos
apomiticos.

Numero cromossomico, comportamento meiodtico e viabilidade polinica
foram determinados por Conterato e Wittmann (2006) para 20 espécies
americanas de Lupinus L. (Leguminosae), visando obter contribui¢des para os
estudos taxondmicos e evolucionarios. Estes autores relataram que os resultados

obtidos, juntamente com dados da literatura, suportam a hipotese de que as
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espécies do sudoeste do Sul Americano sdo um grupo -citologicamente
diferenciado das espécies dos Andes, bem como outras espécies americanas, ¢
que as espécies de Lupinus unifoliadas brasileiras ¢ norte americanas tém
origens independentes.

Com relagdo a taxa que necessitam de outras técnicas citogenéticas,
além das convencionais, para auxiliar na distingdo de espécies, pode-se citar o
género Cycas (Cycadaceae), o qual apresenta espécies e subespécies com
numero ¢ morfologia cromossomica bastante estavel, possuindo, no entanto,
uma quantidade e qualidade variavel de heterocromatina, sendo que Kokubugata
e Kondo (1996), por meio de bandeamentos fluorescentes com coloragdo de
CMA; e DAPI, conseguiram delimitar espécies e subespécies neste género, a
partir de diferencas no padrdo heterocromatico.

Urdampilleta et al. (2005), ao estudarem duas espécies de Koelreuteria
Laxm. (Sapindaceae), observaram que apesar de ambas apresentarem caridtipos
muito semelhantes, o padrao de bandeamento C terminal e CMA permitiram
diferenciar as espécies.

Técnicas de bandeamento podem auxiliar também na identificagdo de
parentais de hibridos. A partir do padrdo de banda C observado em alguns
tetraploides de Medicago L., por exemplo, foi possivel estabelecer que os
mesmos sao hibridos formados pelo cruzamento de duas subespécies de
Medicago sativa L. Esses autores verificaram que alguns tetraploides neste
género apresentam um genoma com bandas C centroméricas e outro com bandas
C centroméricas e teloméricas, que sdo os padrdes observados nas subespécies
diploides Medicago sativa L. subsp. caerulea (Less. ex Ledeb.) Schmalh. e
Medicago sativa subsp. Falcata L., respectivamente (BAUCHAN; HOSSAIN,
1997).

Lim (2006) apresentaram um robusto trabalho de filogenia, sustentado

por dados citogenéticos, para Nicotiana L. Neste trabalho, a partir da andlise de
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cromossomos submetidos a técnica de FISH, com a utilizacdo de sondas
teloméricas, DNA ribossomal 5S e 45S e outras sondas de seqiiéncias de DNA
repetitivo, os autores conseguiram enriquecer vastamente as relagcdes entre as
espécies da secado Tomentosae. Para os autores, a partir de ganhos, perdas e
amplificacdes destas seqiliéncias analisadas em seis espécies diploides e no
alotetraploide N. tabacum L. (tabaco), foi possivel reconhecer que N. glutinosa
L., incluida na se¢do Tomentosae, é pouco relacionada as demais espécies da
secdo e que N. tomentosiformis Goodsp. ¢ um dos ancestrais diploides do tabaco,
sendo que o outro ancestral € N. silvestris.

Em Clivia (Amaryllidaceae), um género de plantas herbaceas com flores
ornamentais, foi possivel estabelecer a evolugdo cariotipica do grupo a partir da
observacdo de variagdes do nimero e posi¢do dos sitios de DNAr 5S e 45S.
Observou-se também que a cultivar Robust Gardenii, realmente pode ser
classificada como uma nova espécie, visto que a distribuicdo de sitios
ribossomais apresenta um padrao totalmente diferente da espécie a qual pertence
Clivia gadenii (RAN; HAMMETT; MURRAY, 2001).

No género Lens Mill. (Leguminosae), por meio da utilizagdo de sondas
de DNA ribossdmico 18S e 5.8S e 5S foi possivel mapear os cromossomos de
todas as espécies e identificar diferengas moleculares entre elas (BALYAN;
HOUBEN; AHNE, 2002).

O namero cromossdmico béasico proposto para Passiflora L.
(Passifloraceae) ¢ x = 6, com x =9, x = 10 e 12 sendo considerados nimeros
bésicos secundarios. Melo e Guerra (2003) investigaram a variabilidade dos
sitios de DNA ribossomico 5S e 45S em 20 espécies brasileiras, através da
hibridizagdo in situ fluorescente, visando checar esta hipdtese. De acordo com
estes autores, o numero ¢ a localizagdo dos sitios de DNA ribossémico 5S e 45S
foram consistentes com a hipdtese de x = 6 como um provavel genoma ancestral

para o género, enquanto os grupos de espécies com x = 9, 10 e 12 foram
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considerados de origem tetraploide, com displodia descendente e silenciamento
génico de alguns sitios gé€nicos redundantes, principalmente aqueles de rDNA
SS.

Mlinarec, Papes e Besendorfer (2006), conseguiram realizar todo o
mapeamento da heterocromatina e a localizagdo correta das constrigdes
secundarias com fluorocromos e sondas de RNA ribossomal em Anemone
hortensis L. (Ranunculaceae). Bandas DAPI foram todas positivas para sondas
teloméricas de DNA repetitivo TTTAGGG, mostrando que algumas bandas
DAPI positiva intercalares podem ter se originado por inversdes ou
translocagdes de segmentos cromossdmicos terminais nesta espécie de planta.

A quantidade de DNA nuclear também pode fornecer informacao
valiosa para definir relagdes taxondmicas (LOUREIRO et al., 2007),
especialmente quando associada ao nimero e morfologia dos cromossomos das
espécies. Por meio de citometria de fluxo € possivel mensurar o contetido de
DNA de nucleos, permitindo inferir o nivel de ploidia, fazer comparagdes intra e
interespecificas do tamanho nuclear e avaliar o teor de DNA de cada
cromossomo do complemento de uma espécie (HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2001).

Marhold et al. (2010) avaliaram a variacdo do nivel de ploidia
interespecifico em espécies asiticas de Cardamine L. (Brassicaceae), através de
analises carioldgicas, contagem cromossomica e da quantidade de DNA, por
meio de citometria de fluxo. Foi observada uma diversidade citotipica, por meio
de variagdo do nivel de ploidia e do tamanho do genoma, os quais foram
sugeridos ser causados por aneuploidia. Os autores relataram que estes dados sdo
essenciais para estudos filogenéticos e evolucionarios.

Campos et al. (2011) estimaram por citometria de fluxo o valor da
quantidade de DNA de 28 espécies brasileiras de Lippia L. (Verbenaceae). Os

valores C encontrados apresentaram baixa correlagdo com numero
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cromossomico. As duas espécies mais discrepantes, com alta quantidade de
DNA, ja haviam sido objeto de discussdo para transferéncia para o gé€nero
Lantana L, com base em informagdes sobre habitos e morfologia.Os dados
confirmaram relatos prévios de variagdo dentro das secdes taxonOmicas e
sugerem uma revisdo na se¢do Zapania.

Catalan et al. (2012) realizaram um estudo multidisciplinar em uma
amostra representativa de trés citotipos de Brachypodium distachyon (L.) Beauv.
(Poaceae), sendo esta espécie considerada um modelo de planta para os cereais
temperados. Estes autores objetivaram investigar suas origens e relagdes
evolucionarias e elucidar se elas representam espécies separadas. Andlises
citogenéticas foram conduzidas por citometria de fluxo, hibridizag¢do in situ
fluorescente (FISH) com sondas de sequencias gendmicas (GISH) e de
sequencias multiplas de DNA, e pintura cromossOmica comparativa (CCP).
Andlises filogenéticas foram baseadas em dois genes plastidicos e em cinco
genes nucleares de diferentes linhagens de Brachypodium P.Beauv., estimando
divergéncia temporal e propor¢des evolutivas. As diferencas fenotipicas,
citogenéticas ¢ moleculares detectadas entre os trés citotipos de B. distachyon
sdo indicativas de um processo de especiagdo dentro deste complexo, sugerindo
sua separagdo taxonOmica em trés espécies distintas.

Desta maneira, os caracteres citogenéticos podem ser considerados
poderosos para inferéncias em relagdes filogenéticas, sendo que uma abordagem
multidisplinar, por meio da combinagdo de informagdes citogenéticas
convencionais ¢ moleculares, entre outras, pode permitir analises filogenéticas
em concordancia com os principios e conceitos de cladistica, possibilitando a
elucidagdo de questdes taxondmicas e estudos evolucionarios (DOBGINY et al.,

2004; STACE, 2000).
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RESUMO

Senna Mill. € um dos géneros com o maior numero de espécies, cerca de
300, da subfamilia Caesalpinioideae (Leguminosae), as quais possuem grande
potencial medicinal, ornamental, madereiro e para recuperagdo de areas
degradadas. A variabilidade cariotipica descrita na literatura aponta para o
potencial das informagdes citogenéticas para estudos citotaxonOmicos.
Objetivou-se caracterizar o nucleo interfasico, o numero e a morfometria dos
cromossomos ¢ a quantidade de DNA genomico de 11 espécies de Senna.
Sementes dos acessos de S. rugosa foram avaliadas para verificar a ocorréncia
de poliembrionia. Houve variabilidade interespecifica no género Senna com
relagdo ao tipo de nucleo interfasico, sendo encontrados nticleos arreticulados e
semi-reticulados; ao nimero cromossémico (2n = 24, 26, 28 e 56); a morfologia
cromossOmica (meta e submetacéntricos); tamanho de genoma (0,95 a 2,63
pg/2C) e comprimento total do lote hapldide (23,91 a 58,21 um). Os caridtipos
foram predominantemente simétricos. Observou-se variagdo cromossdmica
numérica entre células meristematicas de um mesmo individuo para as espécies
S. macranthera macranthera, S. rugosa e S, splendida splendida. Os
mecanismos de poliploidia e disploidia estdo envolvidos na evolugdo cariotipica
do género Senna. S. rugosa ¢ uma espécie apomitica facultativa, com
variabilidade interpopulacional para grau de expressdo da apomixia. Apesar da
descri¢do de variacdo interespecifica para varias caracteristicas do caridtipo, as
informagdes citogenéticas ndo forneceram subsidios conclusivos para
inferéncias citotaxonOmicas. Dessa forma, fica evidente a necessidade de se
fazer estudos mais aprofundados a respeito da organizagdo dos cromossomos
dessas espécies, por meio de bandeamento cromossOmico e citogenética
molecular, bem como ampliacdo do numero de taxa em analise.

Palavras-chave: Apomixia. Caesalpinioideae. Citogenética. Contetido de DNA.
Disploidia. Nimero cromossémico.
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ABSTRACT

Senna Mill. is one of the largest genera within subfamily
Caesalpinioideae (Leguminosae), with about 300 species. It shows great
potential for medicinal, ornamental, wood and restoration purposes. The
karyotypic variability described in literature indicates cytogenetics as a valuable
tool for cytotaxonomic studies. The aim of this work was characterizing
interphasic nucleus and chromosome complement, with respect to the number
and the morphology of chromosomes, and determine the amount of genomic
DNA of 11 Senna species. Seeds of accessions of S. rugosa were evaluated to
check the occurrence of polyembryony. There is interspecific variability in
Senna for type of nucleus (non reticulated and semi-reticulated); for
chromosome number (2n = 24, 26, 28 and 56) and morphology (metacentric and
submetacentric); for genome size (0.95 to 2.63 pg/2C) and length of haploid
complement (23.91 to 58.21 um). Karyotypes were predominantly symmetrical.
Chromosome number variation among meristematic cells from the same
individual was observed for the species S. macranthera macranthera, S. rugosa
and S splendida splendida. The mechanisms of polyploidy and disploidy are
involved in the karyotypic evolution of this genus. S. rugosa is a facultative
apomitic species, with interpopulation variability for the degree of expression of
apomixis. Despite the description of interspecific variation for all evaluated
characteristics, cytogenetic information did not provide conclusive subsidies to
cytotaxonomic inferences. Thus, it is important to do further research about the
organization of the chromosomes of these species, by chromosome banding
and molecular cytogenetics, as well as to increase the number of taxa in
the analysis.

Keywords: Apomixis. Caesalpinioideae. Cytogenetics. Chromosome number.
Disploidy. DNA content.



39

1 INTRODUCAO

Senna Mill. ¢ um dos géneros com o maior numero de espécies, cerca de
300, pertencente a subfamilia Caesalpinioideae (Leguminosae Juss.) (DOYLE;
LUCKOW, 2003; LEWIS, 2005). No Brasil, este género ¢ composto por 80
espécies, 4 subespécies e 55 variedades (SOUZA; BORTOLUZZI, 2012).
Muitas dessas espécies sdo arbustos que ocorrem em campos € como pioneiras
em florestas em formacgdo, principalmente em suas margens, sendo também
comuns em beiras de estrada (Biondo et al. 2005¢), possuindo grande potencial
medicinal (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; EVANS; BANSI; SAMUE,
2002; LORENZI; ABREU, 2002; SAMY; IGNACIMUTS, 2001; TONA et al.,
2004), ornamental, madereiro e para recuperagdo de areas degradadas (ARATO;
MARTINS; FERRARI, 2003).

Senna Mill., juntamente com os géneros Cassia L. sensu stricto e
Chamaecrista Moench compde a subtribo Cassiinae, da tribo Cassicae (LEWIS,
2005). Estudos feitos com proteinas de sementes (GUAREEB; KHALIFA;
FAWZI, 1999), caracteres morfologicos, vegetativos e reprodutivos
(DULBERGER; SMITH; BAWA, 1994; GOTTSBERGER; SILBERBAUER-
GOTTSBERGER, 1988; IRWIN; BARNEBY, 1981, 1982; OWENS; LEWIS,
1989), caracteristicas ontogenéticas (TUCKER, 1996), sequéncias de DNA
cloroplastidico (gene rbcL, intron trnL e trnL-F spacer), marcadores moleculares
do tipo RAPD, ISSR e AFLP (ACHARYA; MUKHERIJEE; PANDA, 2011;
BRUNEAU et al., 2001; DOYLE et al.,, 2000; HERENDENN; BRUNEAU;
LEWIS, 2003a, 2003b; KAJITA et al., 2001; TRIPATHI; GOSWAMI, 2011) e
citogenética (BIONDO et al., 2005; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005a, 2005b; GOLDBLATT, 1981) corroboram a divisdo de
Cassinae nestes trés géneros distintos. Atualmente, a subtribo Cassiinae tem sido

considerada monofilética (LEWIS, 2005), no entanto, Acharya, Mukherjee e
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Panda (2011) consideram que a filogenia da subtribo Cassiinae necessita ser
melhor trabalhada com um maior de nimero de espécies.

A partir das relagdes filogenéticas dentro do género Senna, baseadas em
analises de sequéncias de DNA de regides cloroplastidicas foi possivel
reconhecer a monofilia apenas da se¢do Psilorhegma, enquanto Chamaefistula,
Senna, Peiranisia foram consideradas parafiléticas, e Astroites e Paradyction
estavam dentro de dois dos sete maiores clados identificados por essa filogenia
molecular (MARAZZI et al.,2006).

Em Senna, ja foi mostrado a existéncia de variabilidade cariotipica com
potencial para estudos citotaxondmicos. Com relagdo aos numeros
cromossomicos, foram relatados 2n = 24, 26, 28 e 56, com prevaléncia de 2n =
28 (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005a, 2005b; FERREIRA
et al., 2010; SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004). Esses nimeros sugerem a
importancia da poliploidia e da disploidia na historia evolutiva do género, que
provavelmente tem x=14 como numero basico derivado. Essas hipoteses
precisam de verificagdo com uma amostragem mais ampla do nimero de
espécies e da distribui¢do geografica para o entendimento mais conclusivo das
tendéncias de evolugdo cromossdmica no género (BIONDO et al., 2005).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar o nucleo
interfdsico e o complemento cromossomico, com relacdo ao numero e a
morfometria dos cromossomos, ¢ determinar a quantidade de DNA de 11

espécies de Senna de Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Botanico

Exsicatas do material botanico listado na Tabela 1 foram depositadas no
Herbario ESAL, da Universidade Federal de Lavras. Duplicatas deste material
foram enviadas ao Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB), onde
foram identificadas pelo Dr. Haroldo Cavalcante de Lima. Com relagdo as
plantas coletadas das espécies de Senna, o numero de acessos corresponde ao

numero de localidades, sendo coletada uma planta por localidade.

2.2 Andlise citogenética

Para germinagdo das sementes das 11 espécies de Senna foi necessaria
quebra de dorméncia com escarificagdo quimica com acido sulfurico. Foram
realizados testes com acido sulfurico em diferentes concentragdes (100%, 80% e
60%) e tempos de exposicdo (2 a 20 min.), sendo selecionada a concentragdo de
acido sulfurico a 100%, com tempo de exposi¢do de 20 min. para S.
macranthera macranthera, S. rugosa, S. splendida splendida, S cernua, S.
occidentallis, S. corymbosa, S. pendula, S. spectabilis e S.alata, enquanto que
para S. multijuga foi de 8 min., e de 2 min para S. siamea e S. silvestris biféria,

seguida de lavagem em agua corrente por 5 min.
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Tabela 1 Espécies do género Senna Mill. de Minas Gerais (Leguminosae-
Cassiinae) com suas respectivas origens de coleta, nimero de acessos
coletadas (NA) e numero de registro no Herbario ESAL da
Universidade Federal de Lavras.

ESPECIE ORIGEM NA ESAL

SECAO CHAMAEFISTULA
Série Baccilares

Senna macranthera (Collad.) I. & B.
var. macranthera (Collad.) I. & B.

Senna rugosa (G. Don) I. & B Lavras 5 20.422
Senna splendida (Vog.) I. & B. var.

Lavras 5 20.423

splendida (Vog.) I. & B. Lavras 3 20425
Série Basiglandulosae

Senna cernua (Balbis) I. & B. Sao Jodo del —Rei 5 20.970
Série Coluteoideae

Senna corymbosa (Lam.) I & B. Lavras 1 22.069
Senna pendula (Willd.) I. & B Lavras 3 20.463
Série Floridae

Senna siamea (Lam.) I. & B. Lavras 1 20.465
Série Sapindifoliae

Senna silvestris (Vell.) I. & B. var. Lavras 5 20.429

bifarial. & B.
SECAO PEIRANISIA
Série Excelsae

Senna spectabilis (DC.) I. & B. Lavras 3 20.462
Série Interglandulosae

Senna multijuga (L.C. Rich.) I. & B. Lavras 5 20.466

SECAO SENNA
Série Pictae

Senna alata (L.) Roxburgh Perddes 3 22.065
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Para obtengdo dos cromossomos mitdticos, as sementes, apos
escarificacdo, foram colocadas para germinar em cdmara umida, sob temperatura
controlada de 28 a 30 °C. As raizes com cerca de 5-8 mm foram coletadas e
submetidas a tratamento com solu¢do de 8-hidroxiquinoleina, com concentragao,
tempo de exposi¢do e temperatura previamente testados. Foi utilizada a solugdo
de 8-hidroxiquinoleina a 2mM, a 30°C, com o tempo de exposigdo variando para
cada espécie, sendo de: 1:30 a 1:45 h para S. macranthera macranthera, S.
rugosa, S. splendida splendida e S. pendula; e 3:30 a 4:00 h para S cernua, S.
corymbosa, S. spectabilis, S.alata, S. multijuga, S. siamea e S. silvestris bifaria.
Apos o tratamento, as raizes foram fixadas em Carnoy (3 alcool etilico: 1 acido
acético) gelado e mantidas a -20 °C.

Apos a lavagem das pontas de raizes para retirada do fixador, as mesmas
foram colocadas em solugdo enzimatica de pectinase e celulase (100/200 U), a
37°C, com tempo de exposi¢do variando de 10 a 20 min, para digestdo da parede
celular. As laminas foram montadas em acido acético 45%, pelo método de
esmagamento sob laminula e a retirada da laminula foi feita com nitrogénio
liquido.

As laminas foram secas ao ar e coradas com Giemsa 10% por 5 minutos,
lavadas em agua destilada e secas em placa aquecedora. A analise foi feita em
microscopio de campo claro (Leica DMLS), equipado com microcamera (Nikon
Digital Sight DS-Fil) para digitalizagdo das imagens.

Para os acessos de cada espécie de Senna foram selecionadas, no
minimo, 15 metafases para contagem dos cromossomos. De duas a quatro
metafases foram usadas para a obtencdo das medidas do brago curto (s) e longo
(1) dos cromossomos, utilizando o programa Image Tool 3.0. A partir das
medidas dos bragos foram calculados: comprimento total do cromossomo i (Cti

=1+ c); comprimento total do lote hapléide (CTLH = } Cti); relagdo de bragos
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(RB = 1/¢) e indice centromérico (IC = ¢/Cti x 100). A morfologia cromossémica
foi determinada a partir dos valores de RB e IC, conforme Guerra (1986).

Para comparagdo das espécies com relacdo aos valores de CTLH foi
feita andlise de varidncia e teste de Scott-Knot (5%).

A classificagdo da estrutura do nucleo interfisico (1.000 nucleos
analisados por acesso) seguiu a nomenclatura proposta por Guerra (1985).

Os indices obtidos foram também usados para construir o idiograma e o
cariograma das espécies, bem como determinar a assimetria cariotipica de

acordo com Stebbins (1958) e Zarco (1986).

2.3 Quantificagdo de DNA através da citometria de fluxo

Para cada espécie de Senna foi realizado um bulk de coleta de tecido
foliar dos acessos para preparacdo de trés amostras para a determinacdo do
conteido de DNA, com excecdo dos acessos de S. rugosa, para os quais foram
avaliadas trés amostras por acesso. Para cada amostra foram utilizadas de 20 a
30 mg de folhas jovens das espécies de Senna e de Pisum sativum, que foi
utilizada como padro interno de referéncia. As amostras foram trituradas em
placa de Petri contendo ImL de tampdo gelado Marie, para a obtengdo da
suspensao nuclear (DOLEZEL, 1997). O tecido triturado foi aspirado por meio
de duas camadas de gaze com uma pipeta plastica e filtrado em uma malha de
nailon de 50um. Em cada amostra foram adicionados 25ul. de iodeto de
propideo (1mg/mL) e 2,5uL de RNase.

A andlise de pelo menos 10.000 ntcleos por amostra foi realizada no
citdmetro FacsCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA); os histogramas
foram obtidos no software Cell Quest (Becton Dickinson e Companhia, San
Jose, CA, USA) e analisados no software WinMDI 2.8.

O conteudo de DNA nuclear (pg) das amostras foi estimado por meio de
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comparacdo com a posi¢ao do pico G1 do padrdo interno de referéncia (Pisum
sativum) usando a relagdo Q = (E/S) x R, em que Q ¢ a quantidade de DNA da
amostra (pg/2C), E é a posi¢do do pico G1 da amostra, S é a posi¢do do pico G1
do padrao de referéncia e R ¢ o contetido de DNA do padrao (9,09 pg/2C).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de

Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

2.4 Anédlise da ocorréncia de poliembrionia nos acessos de S. rugosa

As sementes dos cinco acessos de S.rugosa (LE; LVR; MEX; SER e
VR), apos escarifica¢do, foram colocadas para germinar em camara imida, sob
temperatura controlada de 28 a 30 °C. Foram avaliadas de 80 a 200 sementes por
acesso para verificar o nimero de plantulas emitidas por semente. Foi adotada
para a analise do delineamento inteiramente casualisado o modelo generalizado
binomial. Os preditores lineares das médias de gendtipos foram comparados
utilizando o teste t de Student. As analises foram feitas no R (R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

3 RESULTADOS

Para as espécies de Senna a maioria dos nucleos interfasicos foi
caracterizada como arreticulados, com fina granulacdo e intensa coloracdo da
cromatina difusa (Fig. 1A ¢ 1B), com excecdo de S. multijuga, a qual apresentou
nucleo interfasico semi-reticulado (Fig. 1C). Foi possivel distinguir dois
subtipos de ntcleos interfasicos arreticulados, sendo um tipico, com
cromocentros pontualmente delimitados (Fig. 1A) e outro sem cromocentros

evidenciados (Fig. 1B), em S. silvestris bifaria e S. alata.
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Variacdo intraespecifica para tipo de nticleo interfasico foi detectada
para os acessos de S. rugosa, sendo que o acesso VR apresentou nucleo
interfasico semi-reticulado, com intensa coloragdo da cromatina difusa (Fig.
1D), enquanto os demais apresentaram ntcleo arreticulado com fina granulagao
e fraca coloracdo da cromatina difusa (Fig. 1E).

O comportamento de condensacdo cromossomica das espécies avaliadas
mostrou-se homogéneo, com condensacdo tardia das por¢des distais dos
cromossomos (Fig. 1F).

Os nuimeros cromossomicos encontrados foram 2n = 24, 26, 28 e¢ 56
(Tab. 2, Fig. 1F-K, Fig. 1N), sendo 2n = 28 o mais freqiiente.

Nao foi verificada variacdo cromossOmica numérica entre os acessos de
nenhuma das espécies avaliadas, no entanto foi verificada variagdo numérica
dentro de individuos em S. multijuga (2n = 24) (Fig. 1F), S. pendula (2n= 28), S.
macranthera macranthera (2n=26) (Fig. 1G) ¢ S. splendida splendida (2n=26)
(Fig. 1H) e S. rugosa (2n=56) (Fig. IN). Para S. multijuga e S. pendula a
ocorréncia de células com o dobro do niimero cromossémico mais frequente foi
de cerca de 1 em cada 10 a 15 células avaliadas (7 a 10%), enquanto que para S.
macranthera macranthera e S. splendida splendida (Fig. 1L), foi de cerca de 1
em cada 3 a 5 células (20 a 33%)).

A maior variagdo cromossOmica numérica entre células (2n=28 a
2n=112) foi observada nos cinco acessos de S.rugosa (Tab. 3). No entanto, em
todos os acessos, a maior freqiiéncia foi de células com 2n = 56 (Fig. IN), com
apenas um acesso possuindo células com 2n = 28 (Fig. 1M) e outro com 2n =

112 (Fig. 10) cromossomos (Tab. 3).



47

"ﬁ(m C\"V

Figura 1 Tipo de nucleos interfasicos e nimeros cromossomos mitoticos de
Senna Mill. S. pendula: ntcleo arreticulado com cromocentros
delimitados (A). S. alata: nuacleo arreticulado com poucos
cromocentros (B). S. multijuga: nucleo semi-reticulado (C). Acessos
de S. rugosa: ntcleo semi-reticulado (D) e arreticulado (E). Metafases
de S. multijuga (2n = 24) (F); de S. macranthera macranthera (G) e de
S. splendida splendida (H) (2n = 26); de S. cernua (I), S.corymbosa (J)
e S. silvestris bifaria (K) (2n=28); e de S. macranthera macranthera
(2n =52) (L). Metafase dos acesso de S. rugosa com 2n = 28 (M), 2n =
56 (N) e 2n =112 (O) cromossomos.

o0 = BN



Tabela 2 Numero cromossdmico (2n) de 11 taxa pertencentes a trés Se¢des de Senna Mill. de Minas Gerais.

Determinacdes préevias

Taxa 2n n 2n Referéncias
SECAO
CHAMAEFISTULA
Série Baccilares
S.macranthera macranthera 26 13 24,26 %%g;,Zogggg?;e(ii?ézgggsmv (1969); Biondo et al.
S. rugosa 56%* 14,28 - Biondo (2005); Ferreira (2009)
S. splendida 26* 13 - Biondo (2005); Ferreira (2009)
Série Basiglandulosae
S. cernua 28%* 14 - Biondo et al. (2005); Ferreira (2009)
Série Coluteoideae
Irwin ¢ Turner (1960); Federov (1969); Biondo et al.
S. corymbosa 28 14 28 (2005, 2005b): Fe(rreira)(2009) (1769
S. pendula 28%* 14 - Biondo et al. (2005); Ferreira (2009)
Série Floridae
Ohri et al. (1986); Yeh et al. (1986); Choudhary e
S. siamea 28 14 28 Choudhary (1988, 1989); Datta, Mandal e Bhattacharya
(1992); Souza e Benko-Iseppon (2004); Ferreira (2009)
Série Sapindifoliae
S. silvestris bifaria 28 14 28 Souza e Benko-Iseppon (2004); Ferreira (2009)




Continuacao

Determinacdes prévias

T 2 ——
a " n 2n Referéncias

SECAO PEIRANISIA

Série Excelsae

S. spectabilis 28%* 14 - Ferreira (2009)

Série Interglandulosae
Irwin e Turner (1960); Federov (1969); Bandel (1974);

S. multijuga 24 12,16 16,24 Coleman e De Menezes (1980); Gill e Husaini (1985);
Biondo et al. (2005, 2005ab); Ferreira (2009)

SECAO SENNA

Série Pictae
Irwin e Turner (1960); Federov (1969); Gill e Husaini
(1981); Sanjappa e Dasgupta (1981); Gill e Husaini

S. alata 28 14 24,28 (1985); Yeh et al. (1986); Alves e Custodio (1989);

Kumari e Bir (1989); Souza e Benko-Iseppon (2004);
Biondo et al. (2005b); Ferreira (2009)

* Primeiro relato de nimeros cromossomicos mitoticos.



Tabela 3 Variagdo no numero cromossomico, quantidade de DNA nuclear (pg) ¢ ocorréncia de poliembrionia entre os
acessos de Senna rugosa (G. Don) Irwin & Barneby. NT = niimero total de células avaliadas.

Porcentagem de células observadas com diferentes nimeros

o DNA'  Poliembrionia®
Acessos cromossomicos NT

28 36 42 44 46 48 50 52 54 56 84 112 pg/2C 7
MEX 11 5 16 - 5 11 5 11 11 21 5 - 38 2,80a 19,1a
LVR - 12 9 9 9 9 12 9 25 3 - 40 2,61b 35,6b
LE . - 10 5 5 - 5 25 - 40 5 5 23 2,580 45,5¢
VR - 15 20 5 10 15 - - - 25 10 - 29 2,58b 61,5
SER .- - . 11 6 17 17 - 4 6 - 18 2,57b 50,0¢

' Médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade.
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Para oito das onze espécies Senna estudadas foi realizada uma descrigao
cariotipica mais detalhada (Tab. 4, Fig. 2, Fig. 3). A maioria das espécies
apresentou cromossomos metacéntricos a submetacéntricos, com diminuigdo
gradual de tamanho ou tamanhos similares. Em S. pendula (Fig. 2C) e S.alata
(Fig. 2G) foi possivel observar um par de cromossomos com Regido
Organizadora do Nucléolo (RON), formando constrigdes secundarias, nos bragos
longos dos cromossomos, com satélites medindo 1,27 pm e 0,52 pm,
respectivamente.

Com relagdo a média dos comprimentos cromossdmicos, 0s menores
valores foram observados em S.macranthera (1,84 pm) e S. siamea (1,87 pm) e
os maiores em S. multijuga (2,29 um) e S. pendula (2,19 um).

Os indices de assimetria quanto a posi¢do do centromero (Al) e ao
tamanho dos cromossomos (A2) variaram, respectivamente, de 0,11 a 0,31 e
0,15 a 0,34 (Tab. 4), revelando cariotipos predominantemente simétricos, mas
com variagdo interespecifica. No entanto, ndo houve formagdo clara de grupos
no grafico de dispersao dos indices (Fig. 4). Apenas para a Secdo Chamaefistula
foi possivel observar uma tendéncia mais clara de simetria com relagdo ao
tamanho e com variagdo na morfologia, com excecdo de S. pendula que
apresentou ambos os indices com valores relativamente altos.

A classificagdo segundo Stebbins (1958) também aponta para maior
simetria dos caridtipos (Tab. 4). S. siamea e as trés espécies da Série Baccilares
da Sec¢do Chaemafistula (S. macranthera, S. rugosa e S. splendida) foram
agrupadas na categoria la (inexisténcia de cromossomos com razdo de bragos
(BL/BC) maior que 2 e razao entre 0 maior € 0 menor cromossomo, menor que
2). As demais espécies de Senna foram classificadas na Categoria 1b (razdo

entre 0 maior ¢ 0 menor cromossomo entre 2 ¢ 4).



Tabela 4 Morfometria cromossomica de 11 taxa pertencentes a trés Segoes de Senna Mill. de Minas Gerais.
Comprimento total do cromossomo (Ct); formula cariotipica (FC); comprimento total do lote haploide (CTLH);

quantidade de DNA (pg/20);

indice de assimetria

intracromossdmica (A);

indice de assimetria

intercromossdmica (A,); assimetria cariotipica de Stebbins (St.); ma = média aritmética e s,,= desvio padrao da
média em pm; sm: submetacéntrico e m: metacéntrico.

Ct

Taxa 2n FC CTLH! DNA! A A, St.
Intervalo ma £ S,

Série Baccilares

S.macranthera macranthera 26 2,67-1,32 1,84+0,37 2sm+11m 2391e 1,44c¢ 0,23 0,2 la

S. rugosa 56 3,03-1,40 2,08+0,39 28m 58,21a 2,63a 0,17 0,19 la

S. splendida splendida 26 2,43-1,44 2,1+0,31 Ssm+8m 27,58¢ 1,58b 0,3 0,15 la

Série Basiglandulosae

S. cernua 28 - - - - 1,09¢ - - -

Série Coluteoideae

S. corymbosa 28 - - - - 1,59b - - -

S. pendula 28 3,91-1,27 2,19+0,76 S5sm+9m 30,72b 1,51b 0,31 0,34 1b

Série Floridae

S. siamea 28 2,51-1,48 1,87+0,32 14m 26,24d 1,04¢ 0,11 0,17 la

Série Sapindifoliae

S. silvestris bifaria 28 - - - - 1,07e - - -

Série Excelsae

S. spectabilis 28 2,82-1,26 2,02+0,43 7sm+7m 28,27¢ 1,57b 0,31 0,21 1b

Série Interglandulosae

S. multijuga 24 4,01-1,52 2,29+0,78 Ism+11m 27.43d 1,22d 0,21 0,34 1b

Série Pictae

S. alata 28 2,56-1,15 1,77+£0,41 Ism+13m 24,77d 0,95¢ 0,18 0,23 1b

! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

[4$
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Figura 2 Cariogramas de espécies de Senna Mill. S. macranthera macranthera
(A). S. splendida splendida (B). S. pendula (C). S. siamea (D). S.
spectabilis (E). S. multijuga (F). S. alata (G).



54

i A) H‘ “l“ “ (B)
y (C)I‘Illlll D)

‘ | (E) ‘ I (F)
: | ©) - I (H)

Figura 3 Idiogramas do complemento haploide das espécies de Senna Mill.
Se¢do Chamaefistula: Série Baccilares — S. macranthera macranthera
(A), S. rugosa (B) e S. splendida splendida (C); Série Coluteoideae: S.
pendula (D); Série Floridae: S. siamea (E). Se¢do Peiranisia: Série
Excelsae — S. spectabilis (F); Série Interglandulosae — S. multijuga (G).
Secdo Senna: Série Pictae — S. alata (H). Escala em
um.
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Figura 4 Diagrama de dispersdo mostrando a assimetria cariotipica das espécies
de Senna Mill., segundo Zarco (1986).

Para as espécies de Senna com valores de comprimento total do lote
haploide (CTLH) calculados, S. rugosa apresentou o maior valor (58,21 um)
enquanto que S. macranthera apresentou o menor valor (23,91 um) (Tab. 4).

A andlise dos nucleos interfasicos por citometria de fluxo para
estimativa da quantidade de DNA genomico das espécies de Senna apresentou
excelente qualidade, com formacdo de histogramas com picos bem definidos e
baixo ruido (Figura 5). Essa qualidade é confirmada pelo baixo coeficiente de
variagdo (CV), que variou de 0,44 a 0,82. S. rugosa foi a espécie com maior
contetido de DNA estimado (2,63 pg/2C), enquanto S. alata apresentou o menor
valor (0,95 pg/2C) (Tab. 4).

Houve variabilidade da quantidade de DNA para os cinco acessos de S.

rugosa, com a formagdo de dois grupos estatisticamente distintos, sendo um
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composto somente pelo MEX, o qual apresentou a maior quantidade de DNA, e

o segundo, pelos demais acessos (Tab. 3).

Todos os acessos de S. rugosa apresentaram emissdo de mais de um

embrido por semente, com o numero variando de 2 a 4 (Fig. 6), havendo

diferenca significativa na frequéncia de poliembrionia entre os acessos (Tab. 3).

(A)

o
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Figura 5 Histograma de citometria de fluxo em nucleos do acesso MEX de

Senna rugosa (A) e de Senna alata (B). O primeiro pico em cada
histograma ¢ referente ao Pico G1 de cada uma das espécies de Senna
e, o segundo, ao Pico G1 da amostra do padrao interno de referéncia

(Pisum sativum).
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Figura 6 Ocorréncia de multiplas plantulas por semente de cinco acessos de
Senna rugosa. Duas plantulas por semente: MEX (A), LVR (B), LE
(C) e VR (D).Trés plantulas por semente: VR (E). Quatro plantulas por
semente: SER (F). Régua milimetrada.

4 DISCUSSAO

Na subfamilia Caesalpinioideae algumas particularidades na organizagao
do ntcleo interfasico podem ser identificadas, quando se realiza a coloragdo
convencional com Giemsa. Em Senna esse nucleo foi classificado como semi-
reticulado, sendo polarizados, com fina granulacdo e intensa coloragdo da
cromatina difusa, com apenas a espécie S. quinquangulata mostrando mais
granulagdo e cromocentros delimitados (SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004).

Nos resultados do presente trabalho nido foi observada tal polarizagao,
sendo que apenas o acesso VR de S. rugosa teve nucleo interfasico caracterizado

como o de S. quinquangulata. A maioria dos nicleos observados mostrou
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classificacdo semelhante a espécie S. occidentalis descrita por Ferreira et al.,
(2010), sendo do tipo arreticulado.

Os niimeros cromossdmicos relatados para S. macranthera macranthera,
S. splendida splendida, S. cernua S. corymbosa, S. pendula e S. multijuga
corroboram os dados obtidos por Biondo et al. (2005), e para S. spectabilis,
obtido por Ferreira (2009), em células meidticas. Os niimeros cromossomicos
relatados para S. siamea, S. silvestris bifaria e S. alata corroboram os dados
obtidos por Biondo, Miotto e Schifino-Wittmann (2005b), Matos et al. (2010) e
Souza e Benko-Iseppon (2004), em células mitdticas (Tab. 2).

A variagdo cromossdmica numérica entre células meristematicas de
ponta de raiz de um mesmo individuo observada em S. multijuga, S. pendula ; S.
macranthera macranthera e S. splendida splendida e S. rugosa néo foi relatada
na literatura anteriormente para este género. No entanto, células com o dobro de
numero cromossomico em individuos considerados diploides também foram
relatadas por Alejandra e Bernardello (2005) em analises cariotipicas de trés
espécies argentinas de Caesalpinia (Leguminosae, Caesalpinioideae,
Caesalpinieae), com 2n = 24 cromossomos. Estes autores observaram cerca de
30% de células tetraploides (2n = 48) de um total de 30 a 40 células avaliadas de
C. gilliesii; enquanto que para C. mimosifolia este valor foi de 12% de um total
de 60 células avaliadas e, de 50% de um total de 50 células, para C.
paraguariensis.

Para a espécie S. rugosa, Ferreira (2009) também encontrou variagio
cromossdmica numérica, entretanto, relatando células somente comn =14 en =
28 cromossomos. Coleman e Demenezes (1980) encontraram n = 14 para
acessos do estado de Sdo Paulo e Biondo et al. (2005) identificaram um acesso
tetraploide (n = 28), no estado do Parand. Segundo Ferreira (2009), a

identificagdo de niimeros cromossomicos diploides e tetraploides, associada a
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observacdo de quadrivalentes em acessos de S. rugosa, indica a existéncia de
ragas cromossomicas com diferentes niveis de ploidia.

O presente estudo da morfometria cromossdmica das espécies de Senna
confirmou a tendéncia descrita na literatura de que os cromossomos sao
pequenos, com cerca de 2 pum, semelhantes, com predominincia de
cromossomos metacéntricos ¢ com condensacdo tardia das porgdes distais dos
cromossomos (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005a, 2005b;
FERREIRA et al., 2010; MATOS et al., 2010; SOUZA; BENKO-ISEPPON,
2004). Uma comparacao direta entre as descri¢des cariotipicas apresentadas com
dados da literatura foi possivel para S. alata, a qual teve seu caridtipo
apresentado por Souza e Benko-Iseppon (2004), sendo demonstrado
similaridade quanto ao tamanho cromossomico e a féormula cariotipica, além do
fato de que esta espécie apresentou cromossomos satelitados, com a diferenca de
que estes autores, as vezes, encontravam dois pares de cromossomos com
satélites.

A condensacdo tardia das porgdes distais dos cromossomos foi um
complicador da obtencdo de metafases com boa morfologia cromossdmica para
montagem dos caridtipos, sendo o principal motivo da inviabilidade de uma
descricao cariotipica detalhada para a espécie S. cernua.

Os valores de CTLH tiveram uma boa concordancia com os de
quantidade de DNA nuclear, com exce¢do da espécie S.macranthera, a qual
apresentou quantidade de DNA mediana e o menor valor de CTLH. Isso se deve,
provavelmente, ao maior grau de condensagdo das metafases de S.macranthera.

A natureza poliploide de S. rugosa foi demonstrada pela predominéncia
de células com 2n=56 cromossomos e valor C claramente superior as demais em
uma magnitude multiplicativa. No entanto, com os resultados obtidos no
presente trabalho, ndo foi possivel confirmar a hipotese sugerida por Biondo et

al. (2005) e Ferreira (2009) de autopoliploidia para esta espécie, uma vez que
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nao foi encontrado um provavel ancestral diploide, ou que pelo menos tenha a
maioria de suas células com 2n = 28 cromossomos.

Os dados de quantidade de DNA e de numero cromossémico, no
presente trabalho, evidenciam o mecanismo de disploidia envolvido na evolugao
do género Senna, ja que espécies com diferentes nimeros cromossomicos foram
significativamente semelhantes quanto a quantidade de DNA. Observando as
tendéncias de simetria cariotipica das espécies de Senna (Fig. 4), provavelmente
também ocorreram alteragdes estruturais, de tal maneira que houve modificagdes
na posi¢ao dos centrdmeros, sendo possivel observar um aumento na quantidade
de DNA e no comprimento dos cromossomos, juntamente com um aumento no
grau de assimetria cariotipica. Alguns autores (KUMARI; BIR, 1989; SOUZA;
BENKO-ISEPPON, 2004; STEBBINS, 1971) também relataram que o fato de
algumas espécies possuirem pequenos Cromossomos com  cariotipos
relativamente simétricos, tais como S. alata e S. siamea (2n = 28) e S. rugosa
(2n = 56) pode estar relacionado a ancestralidade.

A maioria das espécies analisadas no presente trabalho apresentou 2n =
28 cromossomos, com somente as espécies da Série Baccilares (Secgdo
Chamaefistula) apresentando numeros cromossémicos diferentes, sendo
encontrado 2n = 26 e a prevaléncia de células com 2n = 56 em S. rugosa, e S.
multijga com 2n = 24 pertencente a Série Intergladulosae (Segdo Peiranisia).

Destaca-se a observagdo de células com o dobro de cromossomos nas
espécies das Séries Interglandulosae, Coluteoideae e, principalmente, entre as
espécies da Série Baccilares, como a S. rugosa, a qual apresentou uma grande
variagdo cromossomica numérica, enfatizando a importancia da poliploidia na
evolugdo do género Senna.

As caracteristicas compartilhadas entre as espécies da Série Baccilares,
S. macranthera macranthera, S. rugosa e S. splendida splendida, tais como

variacdo cromossdmica numérica, cariotipos simétricos com predominancia de
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cromossomos metacéntricos ¢ semelhanca da morfologia floral, entre outras,
corroboram a estreita relacdo filogenética observada por Marazzi et al. (2006),
onde essas espécies foram agrupadas num mesmo clado.

Essa abordagem citotaxondmica de espécies de Senna foi realizada por
Biondo et al. (2005) em 17 espécies das Séries Baccilares, Basiglandulosae,
Coluteoideae, Trigonelloideac  (Se¢do Chamaefistula) e da  Série
Interglandulosae (Segdo Peiranisia), sendo encontrado a predominéancia de n =
14 cromossomos. Para as espécies da Série Baccilares estes autores encontraram
n = 13 para S. angulata, S. macranthera ¢ S. splendida, e n = 28 para S. rugosa.
Duas das espécies analisadas da Série Trigonella apresentaram numeros
cromossémicos diferentes, n = 13 em S. obtusifolia e n=11 em S. pilifera, e a
unica espécie examinada da Série Interglandulosae, S.multijuga, tinha n = 12
cromossomos. Os autores sugerem que x = 14 seja o numero badsico,
provavelmente um numero basico derivado, sendo os demais numeros
evidéncias de disploidia, com n=11 sendo o valor final da série disploide
observada entre as espécies estudadas.

Almada, Davifia e Seijo (2006) realizaram analises cariotipicas e
estudaram a evolu¢do cromossdémica de oito espécies sul americanas de
Crotalaria (Leguminosae — Faboideae), sendo encontrado x = 8 cromossomos,
com excec¢do de C. incana a qual apresentou x = 7. A maioria dos géneros
relatados na tribo Crotalarieae t€m x = 9 (GOLDBLATT, 1981), desta maneira,
estes autores relataram que x = 8 poderia ter sido derivado a partir de um
ancestral com x = 9 e, como um evento evolutivo subseqiiente, o x = 7 poderia
ter se originado de x = 8.

Os mecanismos de redugdo cromossomica por aneuploidia (VERMA et
al., 1984; OLIVEIRA; AGUIAR-PERECIN, 1999) e disploidia
(CHENNAVEERAIAH; PATIL, 1973) tém sido propostos para explicar esta

variagdo no numero basico de Crotalaria. Segundo Greilhuber ¢ Ehrendorfer
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(1988) mudancas de nimeros cromossOmicos em cariétipos com Cromossomos
monocéntricos poderia requerer uma reducdo no ntimero de centromeros com
perda significativa de segmentos cromossomicos codantes. Assim, a disploidia
pode ser o mecanismo mais provavel envolvido na redugdo do numero
cromossémico basico de Crotalaria, ja que o conteudo de DNA observado para
C. incana (x = 7) foi similar ao de espécies com x = 8 cromossomos.

A observacgdo de diferentes nimeros cromossomicos nos cinco acessos
de S. rugosa associada a descrigdo de Ferreira (2009) de irregularidades no
pareamento cromosdmico, baixa porcentagem de grdos de podlen viaveis e a
variagdo de caracteres morfopolinicos encontrada, sugerem a ocorréncia de
apomixia em S. rugosa.

A ocorréncia de multiplas plantulas por semente nos acessos de S.
rugosa (Fig. 6), podem sugerir que o tipo de mecanismo envolvido na apomixia
desta espécie ¢ a embrionia adventicia, relatada por Carneiro e Dusi (2002),
principalmente encontrada em plantas tropicais e subtropicais.

Caracteristicas como a poliploidia, determinada por analise citogenética
ou citometria de fluxo (CARMAN, 1997); distirbios na meiose (QUARIN,
1980; VALLE; GLIENKE; LEGUIZAMON, 1994) e grau variavel de aborto e
esterilidade do grdo de pdélen (ASKER; e JERLING, 1992) sdo tipicas de
espécies apomiticas. Em muitas espécies a apomixia estd associada a
poliembrionia (ASKER; JERLING, 1992), compreendendo um tipo de
reproducgdo assexual, na qual a semente é formada sem que ocorra fecundagio
(CRUZ; FEDERIZZI; MILACH, 1998).

A poliembrionia em sementes de Cassia foi primeiramente relatada por
Braun (1859), quando o género incluia os atuais Cassia sensu stricto,
Chamaecrista e Senna. Symon (1956) relatou que a poliembrionia ocorreu em
amostras de sementes de espécies da segdo Psilorhegma (atualmente pertencente

ao género Senna), da série Subverrucosae, endémica da Australia.
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Randell (1970) realizou estudos visando verificar as adaptacdes do
sistema genético de espécies de Cassia na zona arida australiana. Os testes de
germinagdo de sementes realizados confirmaram a ocorréncia de poliembrionia
em oito taxa desta série Subverrucosae, sendo relatado que esta caracteristica
parecia ser restrita as espécies australianas endémicas, as quais continham altos
niveis e freqiiéncias de poliploidia.

Embrides assexuais foram estudados por Randell (1970), no material
citado acima, sendo observado que o desenvolvimento dos embrides apomiticos
se iniciou antes dos embrides sexuais. Essa diferenga no desenvolvimento dos
embrides foi presenciada no presente trabalho, ja que as multiplas plantulas por
semente apresentavam estagios distintos de maturagdo. Este autor também relata
que os embrides assexuais parecem nao sobreviver sem o inicio da formagao do
endosperma e todos os 6vulos que ndo foram penetrados pelo tubo polinico
degeneraram, considerando, portanto, esta apomixia como pseudogimica.

Holman e Playford (2000) avaliaram a variabilidade morfologica e
molecular de espécies australianas do complexo Senna artemisioides,
considerada uma espécie apomitica facultativa pseudogamica por Randell
(1970). As diferengas genéticas fixadas encontradas por Holman e Playford
(2000) indicaram a falta de fluxo génico entre os morfotipos e auséncia de
hibridacdo entre eles. Estes autores sugeriram que os morfotipos distintos
geneticamente sao linhagens independentes originadas de um evento reprodutivo
sexual ancestral, o qual foi perpetuado pela reproducdo apomitica.

Os aspectos da evolugdo cariotipica de Senna, considerando os 11 taxa
pertencentes as trés secdes ocorrentes em Minas Gerais, de um total de 39
espécies descritas no Estado (SOUZA; BORTOLUZZI, 2012), confirmam a
tendéncia evolutiva descrita por Biondo et al. (2005). Apesar da descricao de
variag¢do interespecifica para varias caracteristicas do caridtipo, as informagdes

citogenéticas ndo forneceram subsidios conclusivos para inferéncias
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citotaxondmicas. Dessa forma, fica evidente a necessidade de se fazer estudos
mais aprofundados a respeito da organizacdo dos cromossomos dessas espécies,
por meio de bandeamento cromossomico e citogenética molecular, bem como
amplia¢do do ntimero de taxa em analise. Destaca-se os resultados em S. rugosa,
a qual reune um conjunto de caracteristicas (poliploidia, apomixia, variagdo no
namero cromossdmico em células meristematicas) que evidenciam maior

variabilidade gendmica sob selecdo quando comparada com as demais espécies.
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5 CONCLUSOES

Os mecanismos de poliploidia e disploidia estdo envolvidos na evolugdo
cariotipica do género Senna.
Senna rugosa ¢ uma espécie apomitica facultativa, com variabilidade

interpopulacional para grau de expressdo da apomixia.
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