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RESUMO GERAL

A subtribo Cassiinae (Caesalpinioideae - Leguminosae), formada a
partir da subdivisdo de Cassia s. I, compreende os géneros Chamaecrista, Cassia
s. stric. e Senna. A subtribo possui espécies distribuidas nas Américas, Africa e
Asia. Chamaecrista Moench é um dos maiores géneros de Caesalpinioideae com
aproximadamente 330 espécies. O Brasil é considerado o centro de diversidade e
radiagdo desse género, onde se encontram 232 espécies, das quais 72 sdo
endémicas de Minas Gerais. Na literatura, existe controvérsia a respeito das
relagdes taxondmicas dentro da subtribo e dentro dos géneros que a compdem. A
citogenética € uma area que pode dar relevante contribuicdo para essas questdes
taxondmicas e evolutivas na medida em que as alteragbes cromossdmicas séo
eventos de diversificacdo entre as espécies. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou a caracterizacdo cariotipica de espécies representantes de diferentes
secOes de Chamaecrista. Para isso, nove espécies do género foram coletadas na
regido de Diamantina — MG. Para quatro dessas espécies, a descricdo do nimero
cromossdmico € inédita. Os resultados sugerem a ocorréncia de alteracoes
cromossOmicas tanto numéricas quanto estruturais durante a evolucdo de
Chamaecrista. O género apresenta variabilidade para nimero e distribuicdo de
sequéncias de DNA ribossomal, primeira vez relatada através da hibridizacdo in
situ fluorescente na subtribo. Dados citogenéticos sugerem a segregacdao dos
géneros de Cassiinae.

Palavras-chave: rDNA. NUmero cromossdmico. Cassiinae.



GENERAL ABSTRACT

The subtribe Cassiinae (Caesalpinioideae - Leguminosae), formed from
Cassia s. I. subdivision, contains Chamaecrista, Cassia and Senna genera and is
composed by species distributed in the Americas, Africa and Asia. Although
Cassiinae is considered as monophyletic, the relationships among its genera
remain unclear. Chamaecrista is one of the biggest Caesalpinioideae genera,
containing about 330 species. Brazil is its center of diversity and radiation,
where there are 232 species, 72 of them endemic from Minas Gerais state. Since
the chromosomal alterations are involved in the species diversification,
cytogenetics data can provide relevant taxonomic and evolutionary information.
Therefore, this study aimed to characterize the karyotype of species representing
different Chamaecrista sections. Nine species of the genus were collected in the
region of Diamantina-MG. Four of them had their chromosome number
determined for the first time. The results suggest the occurrence of either
numerical or structural chromosome alterations during Chamaecrista evolution.
The genus presents variability for number and distribution of ribosomal DNA
sequences, first reported by fluorescent in situ hybridization in the subtribe.
Cytogenetic data suggest the segregation of Cassiinae genera.

Keywords: rDNA. Chromosome number. Cassiinae.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Fabaceae (Leguminosae), a terceira maior familia de angiospermas com
19.325 espécies e 727 géneros (LEWIS et al., 2005), possui habito variando de
herbaceo a arboéreo, e ocupa uma ampla gama de habitats que vdo desde
florestas chuvosas a desertos, e de terras baixas a habitats alpinos (DOYLE;
LUCKOW, 2003).

Essa familia é tradicionalmente subdividida em trés subfamilias:
Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae. No entanto, essa subdivisao requer
estudos filogenéticos para uma melhor classificacdo para estas subfamilias, ja
gue Caesalpinioideae é considerada um grupo parafilético (BRUNEAU et al.,
2001; DOYLE et al., 2000; KAJITA et al., 2001; SOUZA; LORENZI, 2008).

Caesalpinioideae é considerada a subfamilia mais primitiva (DOYLE;
LUCKOW, 2003), possuindo representantes nos mais variados habitats,
principalmente no sudeste asiatico, na Africa e na América. No Brasil, ocorrem
2.250 espécies e 154 géneros (LEWIS et al., 2005), dos quais se destaca Cassia
L. sensu lato, como um dos maiores géneros de Eudicotiledéneas em todo o
mundo (IRWIN; TURNER, 1960; ACHARYA; PANDA, 2010).

Irwin e Barneby (1982) baseados nas caracteristicas do androceu, corola
e arquitetura floral, propuseram a elevacdo do género Cassia s.l. a subtribo,
sendo essa denominada Cassiinae e constituida pelos géneros Cassia L. sensu
stricto, Senna Mill. e Chamaecrista Moench. Esta segregacdo de Cassia s.l. em
trés géneros distintos ja havia sido proposta por Bentham (1871) e é atualmente
reconhecida por estudos com caracteres morfologicos (OWENS; LEWIS, 1989),
moleculares com sequéncias de DNA cloroplastideos e marcadores
(ACHARYA; MUKHERJEE; PANDA, 2011; BRUNEAU et al., 2001; DOYLE



12

et al., 1997; DOYLE et al., 2000; HERENDEEN; BRUNEAU; LEWIS, 2003;
KAJITA et al., 2001; TORRES et al., 2011) e citogenéticos (BIONDO;
MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005b, BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2006; IRWIN; TURNER, 1960; SOUZA; BENKO-ISEPPON,
2004). Apesar disso, ainda h& controvérsias quanto as relagdes de parentesco
entre 0s géneros dentro da subtribo.

Alguns autores sugerem que Chamaecrista seria um clado distinto e
irmao do clado Cassia-Senna (BRUNEAU et al., 2001; BRUNEAU et al., 2008;
BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005b; CONCEICAO et al.,
2009; MARAZZI et al., 2006; TORRES et al., 2011), enquanto outros estudos
indicam Senna e Chamaecrista como grupos irmédos e distintos do clado Cassia
(DOYLE et al., 1997; HERENDEEN; BRUNEAU; LEWIS, 2003; KAJITA et
al., 2001).

Apesar de sua importancia, dados citogenéticos em Cassiinae sao
escassos, estando relacionados principalmente a contagens cromossémicas,
havendo a necessidade de mais informacgdes cariolégicas com maior poder
informativo para a subtribo. Nesse sentido, dados como ndmero cromossémico,
padrdo de distribuicdo das sequéncias de DNA ribossomal e quantidade de
DNA, associados as informacdes filogenéticas sdo considerados uma ferramenta
valiosa para o entendimento dos mecanismos de evolugdo cariotipica e suas
implicagdes para a taxonomia dos grupos (GUERRA, 1990; GUERRA, 2008).

Com isso, o presente trabalho visa entender a evolucdo cariotipica
dentro de Chamaecrista a fim de contribuir para a definicdo das relagoes

taxondmicas de Cassiinae.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos sistematicos e evolutivos de Cassiinae

Nas andlises filogenéticas moleculares de Leguminosae, Faboideae e
Mimosoideae parecem representar linhagens monofiléticas, significando que
todos os descendentes dessas subfamilias compartilham um ancestral comum e
exclusivo, no qual tdxons ndo relacionados descendem de outro ancestral
(DOYLE et al., 2000; KAJITA et al., 2001).

Entretanto, Caesalpinioideae provavelmente é parafilética (DOYLE et
al., 2000; SOUZA; LORENZI, 2008), compreendendo uma reunido de diversas
linhagens nédo relacionadas. A maioria dessas diverge relativamente cedo na
histdria da familia e ndo possui alguns aspectos florais distintivos que sdo usados
para agrupar os géneros dentro das outras duas subfamilias. Dentre essas
linhagens, a tribo Cercideae (Caesalpinioideae) foi a primeira a divergir na
familia, de acordo com dados moleculares (DOYLE; LUCKOW, 2003).

A subfamilia Caesalpinioideae é dividida em quatro ou cinco tribos:
Cercideae, Caesalpineae, Cassieae, Detarieae, e Macrolobieae (derivada de
Detarieae) (TUCKER, 2003). Cassieae, na qual esta inserida a subtribo
Cassiinae, é ndo monofilética. Essa tribo inclui ao menos trés linhagens distintas,
de acordo com andlises filogenéticas moleculares (DOYLE, 1995; DOYLE et
al., 2000) e morfoldgicas (TUCKER, 2003).

Cassiinae &€ composta pelos géneros Cassia L. sensu stricto,
Chamaecrista Moench e Senna Mill, e foi estabelecida a partir da subdivisdo do
género Cassia L. sensu lato, reconhecida com base nos caracteres de filamentos
e na presenca ou auséncia de bractéolas (IRWIN; BARNEBY, 1982). Os trés

géneros apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas similares e mostram
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muitos caracteres especializados, tais como flores de cor amarela, corola
pentamera, heterostemonia dorsiventral e antera com deiscéncia poricida.

Estudos feitos com proteinas de sementes (GUAREEB; KHALIFA;
FAWZI, 1999), -caracteres morfolégicos, vegetativos e reprodutivos
(DULBERGER; SMITH; BAWA, 1994; GOTTSBERGER; SILBERBAUER-
GOTTSBERGER, 1988; OWENS; LEWIS, 1989; IRWIN; BARNEBY, 1982),
caracteristicas  ontogenéticas (TUCKER, 1996), sisteméatica molecular
(BRUNEAU et al.,, 2001; DOYLE et al., 2000) e citogenética (BIONDO;
MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005a; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005b; GOLDBLATT, 1981; SOUZA; BENKO-ISEPPON,
2004;) corroboram a separagdo de Cassia s.l. proposta por Irwin e Barneby
(1982). Apesar disso, esses estudos sdo controversos em relagdo a determinacéo
das relagdes de parentesco entre os trés géneros que compdem a subtribo.

De acordo com Conceicdo (2006), considerando especificamente o
histérico de Chamaecrista, o género foi estabelecido por Moench em 1794,
sendo coincidente com o tdxon Cassia sect. Lasiorhegma proposto por VVogel em
1837. Estudando a filogenia do género, Conceigdo (2006) relata que Bentham
(1871) reconheceu trés géneros na tribo Cassieae para a flora brasiliensis:
Martia, Discorynia e Cassia, tendo descrito nesses ultimos trés subgéneros:
Fistula, Senna e Lasiorhegma (hoje reconhecido como Chamaecrista). Cassia
subg. Lasiorhegma sect. Chamaecrista foi elevado ao nivel genérico por Greene
(1897) sendo apoiado por Pollard (1902), Pennel (1917) e Britton e Rose (1930).
Finalmente, veio a sua inclusdo na subtribo Cassiinae proposta por Irwin e
Barneby (1982).

Chamaecrista ¢ um dos maiores géneros de Caesalpinioideae com
aproximadamente 330 espécies distribuidas em seis secBes (IRWIN;
BARNEBY, 1982; LEWIS, 2005): Chamaecrista sect. Apoucouita (Benth.) H.S.
Irwin & Barneby, Chamaecrista sect. Absus (Collad.) H.S. Irwin & Barneby,
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Chamaecrista sect. Grimaldia (Schrank) H.S. Irwin & Barneby, Chamaecrista
sect. Chamaecrista (Benth.) H.S. Irwin & Barneby, Chamaecrista sect.
Caliciopsis H.S. Irwin & Barneby e Chamaecrista sect. Xerocalyx (Benth.) H.S.
Irwin & Barneby. Destas, apenas as secBes Apoucouita e Xerocalyx foram
consideradas monofiléticas em andlises de sequéncias de DNA cloroplastideos e
nucleares (CONCEICAO et al., 2009).

As espécies de Chamaecrista sdo encontradas nas Américas, Africa e
Asia com hébitos variando de arvores a ervas. Algumas sdo utilizadas na
medicina tradicional, especialmente como laxante, no tratamento de ferimentos e
Ulcera, e contra picada de cobra e escorpido (LEWIS, 2005). Além disso, suas
flores amarelas e grandes possuem um potencial ornamental (SOUZA;
LORENZI, 2008).

Algumas espécies do género também podem ser utilizadas como
forrageiras (ROSITO; BAPTISTA, 1985), na recuperacdo de areas degradadas
(SPRENT; PEARSONS, 2000) e na fixacdo de nitrogénio. Essa Ultima
caracteristica esta associada a formacao de nodulos nas raizes (SPRENT, 2000),
estrutura exclusiva do género dentro de Cassiinae.

Na América do Sul, sdo encontradas 266 espécies nativas (LEWIS,
2005), sendo o Brasil considerado o centro de diversidade e radiacdo do género
com 232 espécies (CONCEICAO; QUEIROZ; LEWIS, 2001), onde se destacam
0s estados de Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso e Goias (LEWIS, 2005;
SOUZA; LORENZI, 2008). Segundo Lewis (2005), existem 72 espécies
endémicas em Minas Gerais, sendo esse estado um dos principais centros de

diversidade genética e da radiagdo explosiva do género.
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2.2 Aspectos citogenéticos de Cassiinae

A subfamilia Caesalpinioideae apresenta variabilidade intergenérica,
interespecifica e intraespecifica de nimeros cromossémicos (2n = 14, 16, 22, 24,
26, 28, 32, 48 e 52), prevalecendo tetraploides com o nimero béasico x = 7
(BANDEL, 1974; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 20053,
BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005b; BIONDO; BIONDO;
MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006; FERREIRA et al., 2010;
GOLDBLATT, 1981; RESENDE; DAVIDE; TORRES, 2013; RESENDE et al.,
2014; SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004). Cercis L. (x = 7) provavelmente é o
género mais proximo do ancestral comum e mais primitivo que teria dado
origem a todos os demais grupos de Caesalpinioideae €, a partir deste, teria se
estabelecido o nimero béasico secundario x = 14 por poliploidia, a qual teve um
papel fundamental na evolucéo inicial do grupo (IRWIN; TURNER, 1960).

Posteriormente, houve uma diminuigdo por disploidia (ATCHINSON,
1951; GOLDBLATT, 1981; IRWIN; TURNER, 1960) dando origem aos demais
nimeros basicos do grupo (x = 13, 12, 11), dos quais ainda existem alguns
representantes como Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby (x = 13), S.
multijuga (Rich.) H.S. lIrwin & Barneby (x = 12) e S. pilifera (Vogel) Irwin &
Barneby (x = 11). No outro extremo, com x = 7, estdo as especies de
Chamaecrista secdo Xerocalyx (Benth.) H.S. Irwin & Barneby como as mais
derivadas de Caesalpinioideae e representantes finais da série de reducédo
disploide na subfamilia (IRWIN, 1964).

Considera-se disploidia como sendo uma mudancga gradual do nimero
de cromossomos, tanto de acréscimo quanto de reducdo, sem alteracdo na
quantidade de DNA (GUERRA, 2008). Em Cassia s.l, houve uma redugéo
disploide durante o processo evolutivo o que gerou diferentes nimeros basicos
para este género (IRWIN; TURNER, 1960; GOLDBLATT, 1981).
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Em Cassiinae, alguns trabalhos citogenéticos e citotaxondmicos relatam
0 ndmero cromossdmico das espécies (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005a; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005b; MIOTTO;
SCHIFINO-WITTMANN, 2006; FERREIRA et al., 2010; GOLDBLATT, 1981,
IRWIN; TURNER, 1960; RESENDE et al., 2014; SOUZA; BENKO-ISEPPON,
2004). Esses estudos geralmente sdo restritos a contagens cromossémicas, e
alguns deles sdo através de células meidticas (GOLDBLATT, 1981; IRWIN;
TURNER, 1960), havendo a necessidade de informagdes carioldgicas adicionais
para Cassiinae.

A subtribo possui espécies cujo nimero basico é x = 14, além de x = 13,
12 e 11 derivados por disploidia (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005b). Em Chamaecrista sdo observados x = 8 caracteristico das
secBes Chamaecrista e Caliciopsis, X = 7 na se¢do Xerocalyx e X = 14 nas sec¢des
Absus e Grimaldia (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006;
GOLDBLATT, 1981; IRWIN; TURNER, 1960), ndo havendo registros para a
secdo Apoucouita.

Stebbins (1971) sugeriu que espécies com numeros basicos maiores que
x = 12 cromossomos sdo poliploides derivados de ancestrais com baixos
nimeros basicos. Sendo assim, com excecdo de algumas se¢cbes Chamaecrista,
todas as demais espécies da subtribo seriam poliploides, confirmando a
importancia da poliploidia especialmente na diversificacdo inicial do grupo.

A maioria das espécies de Cassiinae possui Cromossomos pequenos,
com cerca de 2,5 um e predominantemente metacéntricos (BIONDO; MIOTTO;
SCHIFINO-WITTMANN, 2005a; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005b; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006;
SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004). Apesar disso, diferencas evidentes em
relacdo ao numero e tamanho de cromossomos foram relatadas para os trés

géneros da subtribo levando Souza e Benko-lIseppon (2004) a considerar Cassia
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um grupo distinto de Senna e Chamaecrista. No entanto, Biondo, Miotto e
Schifino-Wittmann (2005b) associando dados citogenéticos de numero
cromossdmico com dados moleculares e morfoldgicos, sugerem a distin¢do de
taxons de Chamaecrista dos demais géneros pertencentes a Cassiinae,
enfatizando a necessidade de mais estudos biossitematicos para a resolugdo
dessa controvérsia.

Em relacdo & Chamaecrista, cerca de 30% das espécies tém seus
nameros cromossdmicos registrados, sendo encontrado 2n = 14, 16, 28, 32 e 48
cromossomos  (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006;
CONCEICAO, 2009; IRWIN; TURNER, 1960; SOUZA; BENKO-ISEPPON,
2004), todos pequenos, variando de 1 a 2,5 um, sem diferenga clara de tamanho
entre as espécies. Além disso, 0s caridtipos sdo simétricos e possuem de um a
trés pares de constricdo secundaria, sendo esse Ultimo encontrado somente nas
espécies poliploides (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006;
SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004).

O bandeamento com fluorocromos foi feito pela primeira vez em
Caesalpinioideae por Souza e Benko-Iseppon (2004). Os autores relacionaram a
variacdo no tamanho de alguns cromossomos entre populagdes de Chamaecrista
nictitans (L.) Moench. com o padrdo de bandeamento CMA/DAPI. Isso porque a
populagdo com maiores cromossomos apresenta maior numero de bandas
CMA+/DAPI- e CMA-/DAPI+.

S&0 escassos 0s trabalhos relacionados ao comportamento meidtico das
espécies de Chamaecrista. Ambos, Irwin e Turner (1960) e Biondo, Miotto e
Schifino-Wittmann (2006), relatam uma consideravel regularidade na meiose do
género com indices meidticos acima de 90%. Consequentemente, 0s graos de
pélen sdo altamente vidveis com aproximadamente 92% de viabilidade
(BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006), caracterizando plantas

férteis. Esses resultados confirmam a tendéncia de que as populagdes de
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leguminosas naturais geralmente apresentam comportamento regular, alto indice
meidtico e alta viabilidade do gréo de pélen (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005a). Os autores sugerem ampliacdo das coletas e analises
citogenéticas em mais individuos e espécies, de forma a gerar informac6es
adicionais que permitam conclusdes mais abrangentes sobre este grupo tdo
importante.

Biondo, Miotto e Schifino-Wittmann (2006) destaca que técnicas
citogenéticas convencionais para a cariotipagem de espécies de Chamaecrista
ndo foram suficientes para a diferenciagdo clara do grupo. Dessa maneira, 0
presente estudo sugere a utilizagdo de técnicas de hibridizago in situ para o

estudo do género.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Entender a evolucdo cariotipica dentro de Chamaecrista.

3.2 Obijetivos especificos

a)

b)

d)

e)

Caracterizar o complemento  cromossémico de  espécies
representantes de diferentes secdes e/ou séries de Chamaecrista
Moench com relagdo ao nimero e morfometria dos cromossomos;
Determinar a quantidade de DNA das espécies representantes de
diferentes secOes e/ou séries de Chamaecrista e verificar sua relagéo
com a ploidia das espécies;

Localizar as regifes codificadoras dos RNAs ribossdmicos 45S e 5S
nos cromossomos das espécies representantes de diferentes secdes
e/ou séries de Chamaecrista por meio de hibridizag&o fluorescente in
situ (FISH);

Inferir sobre as alteragdes cromossémicas numéricas e estruturais
que contribuiram para a diversificacdo das espécies de
Chamaecrista;

Contribuir com o entendimento da relacdo entre os trés géneros de

Cassiinae.
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RESUMO

Chamaecrista juntamente com Cassia s. stric. e Senna., pertencem
a Cassiinae, subtribo formada a partir da subdivisdo de Cassia s. |. Apesar
de ser considerada monofilética, as relacGes entre os géneros dessa
subtribo permanecem indefinidas, bem como as relaces entre algumas
espécies de Chamaecrista. Dados citogenéticos sdo caracteres que podem
contribuir para a elucidacdo das questdes taxonémicas e 0 entendimento
da evolucdo do género. Sendo assim, o presente trabalho objetivou
caracterizar o complemento cromossdmico (ndmero e morfometria),
determinar a quantidade de DNA e localizar as regides codificadoras dos
RNAs ribossémicos 45S e 5S nos cromossomos de espécies
representantes de diferentes secdes e/ou séries de Chamaecrista Moench,
coletadas na regido de Diamantina — MG. Foram utilizados meristemas
radiculares para obtencdo de metafases mitdticas. Para quatro das nove
espécies estudadas, o relato de namero cromossémico é inédito. Para sete
espécies, foi feita a descricdo detalhada do complemento cromossdémico.
A reducdo disploide estd envolvida na evolucdo cariotipica do género,
como consequéncia de fusdes. Rearranjos do tipo inverséo, translocacéo e
deficiéncia também podem ser considerados como fatores que levaram a
alteracdes estruturais nos cromossomos, diminuicdo na quantidade de
DNA e diminuicdo no nimero de locos de rDNA. Os dados citogenéticos
corroboram a proposta de exclusdo da subsecdo Baseophyllum da segéo
Absus e, a segregacdo dos trés géneros de Cassiinae.

Palavras-chave: Cariotipo. Valor C. Cromossomos. Cassiinae
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1 INTRODUCAO

Chamaecrista Moench (Caesalpinioideae - Fabaceae) € um dos
maiores g@géneros de Caesalpinioideae com aproximadamente 330
espécies, distribuidas nas Américas, Africa e Asia, com habitos variando
de arbdreo a ervas (LEWIS, 2005). Na América do Sul, sdo encontradas
266 espécies nativas (LEWIS, 2005), sendo o Brasil considerado o centro
de diversificacdo e radiacdo do género com 232 espécies (CONCEICAO;
QUEIROZ; LEWIS, 2001). Destas, 72 espécies sdo endémicas de Minas
Gerais, estado considerado um dos principais centros de diversidade
genética e da radiacdo explosiva do género (LEWIS, 2005).

Além da importancia ecologica, as espécies de Chamaecrista
possuem potencial ornamental (SOUZA; LORENZI, 2008) e também séo
utilizadas na medicina popular (LEWIS, 2005). Algumas espécies podem
ser utilizadas como forrageiras (ROSITO; BAPTISTA, 1985), na
recuperacdo de areas degradadas (SPRENT; PEARSONS, 2000) e na
fixacdo de nitrogénio pela formacdo de nddulos nas raizes (SPRENT,
2000). Essa ultima caracteristica é exclusiva do género dentro de
Cassiinae.

Chamaecrista juntamente com Cassia L. s. stric. e Senna Mill.,
pertencem & Cassiinae. Irwin e Barneby (1982) baseados em
caracteristicas do androceu, corola e arquitetura floral sugeriram a
elevacdo do género Cassia s. |. a subtribo, segregando-o nos trés géneros.
Caracteres morfologicos (OWENS; LEWIS, 1989), citogenéticos
(BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005b; BIONDO;
MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006; IRWIN; TURNER, 1960;
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SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004) e moleculares com sequéncias de
DNA cloroplastideos e marcadores (ACHARYA; MUKHERIJEE;
PANDA, 2011; BRUNEAU et al., 2001; DOYLE et al., 1997; 2000;
HERENDEEN; BRUNEAU; LEWIS, 2003; KAJITA et al., 2001,
TORRES et al.,, 2011) corroboram essa segregacdo, apesar de serem
controversos quanto as relacGes de parentesco entre os géneros dentro da
subtribo.

Chamaecrista € subdividido em seis se¢des: Chamaecrista sect.
Apoucouita (Benth.) H. S. Irwin & Barneby, Chamaecrista sect. Absus
(Collad.) H. S. Irwin & Barneby, Chamaecrista sect. Grimaldia (Schrank)
H. S. Irwin & Barneby, Chamaecrista sect. Chamaecrista (Benth.) H. S.
Irwin & Barneby, Chamaecrista sect. Caliciopsis H. S. Irwin & Barneby
e Chamaecrista sect. Xerocalyx (Benth.) H. S. Irwin & Barneby. Destas,
apenas as sec¢bes Apoucouita e Xerocalyx foram consideradas
monofiléticas em andlises de sequéncias de DNA cloroplastidial e
nucleares (CONCEICAO et al., 2009; TORRES et al., 2011).

Em relacdo aos estudos citogenéticos no género, a maioria se
limita as contagens cromossémicas, com cerca de 30% das espécies tendo
seus nameros cromossdmicos registrados (BIONDO; MIOTTO;
SCHIFINO-WITTMANN, 2005b; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2006; IRWIN; TURNER, 1960). E possivel observar que
Chamaecrista possui diferentes numeros basicos, sendo x = 7
caracteristico da secdo Xerocalyx, a mais especializada, e que teria se
originado por reducdo disploide de x = 8, encontrado nas secdes
Chamaecrista e Caliciopsis. Além desses, nas se¢des Grimaldia e Absus,

observam-se X = 14 cromossomos, nao existindo registro na secéo
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Apoucouita. De acordo com Conceicdo et al. (2009), 2n = 28 seria um
carater plesiomorfico, enquanto que 2n = 14 e 16 seriam apomorficos.

Ampliar as informacg6es sobre o complemento cromossémico no
sentido de aumentar a resolucdo da anélise da evolugdo cariotipica, em
associacdo com as hipdteses filogenéticas ja estabelecidas e testadas, tem
potencial valioso para o melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos no processo evolutivo do género e sua relagdo com os demais
géneros da subtribo.

Diante disso, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar o
complemento cromossémico, determinar a quantidade de DNA e localizar
as regibes codificadoras dos RNAs ribossémicos 45S e 5S nos
cromossomos das espécies representantes de diferentes secdes e/ou séries
de Chamaecrista Moench.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico

Nove espécies representantes de trés secdes de Chamaecrista
Moench foram coletadas em regifes de campo rupestre no Norte do
Estado de Minas Gerais (Tabela 1). Ramos ferteis foram herborizados
segundo técnicas usuais (FIDALGO; BONONI, 1989) para identificacédo
das espécies e inclusdo no acervo do Herbario VIC — Universidade
Federal de Vigosa, como documentacdo da pesquisa. Plantas
representantes de todas as espécies foram mantidas in vivo em casa de

vegetacao.

2.2 Preparo das laminas

Para obtencdo das metafases mitdticas, sementes de nove espécies
de Chamaecrista Moench (Tabela 1) foram submetidas a escarificacao
mecanica para a quebra da dorméncia e colocadas para germinar em
camara Umida, a 28-30 °C. Raizes com cerca de 5-8 mm foram coletadas
e submetidas ao tratamento com solucdo de 8-hidroxiquinoleina 2 mM
por 24 horas, a 10 °C. Apds o tratamento, as raizes foram fixadas em
Carnoy (3 alcool etilico: 1 acido acético) e mantidas a -20 °C.

As raizes foram digeridas em solucdo enzimaética de pectinase e
celulase (100/200 U), a 37 °C, por 30min., sendo as laminas preparadas

pelo método de secagem a chama.



Tabela 1l Espécies de Chamaecrista Moench. (Leguminosae - Caesalpinioideae) com seu respectivo local de

coleta e nimero de registro no Herbario VIC — Universidade Federal de Vigosa

SECAO ESPECIE ORIGEM VIC
36.943
APOUCOUITA Chamaecrista ensiformis var. ensiformis (Vell.) H.S. Irwin & Barneby Serra do Cipé* ‘;%3?2
36.978
Série Glutinosae
Chamaecrista semaphora (H.S. Irwin & Barneby) H.S. Irwin & Serra do Cip6* 36.996
Barneby
Série Rigidulae
Chamaecrista cipoana (H.S. Irwin & Barneby) H.S. Irwin & Barneby Serra do Cip6* 37.006
Série Ochnaceae
ABSUS Chamaecrista ochnacea var. purpurascens (Benth.) H.S. Irwin & Serra do Cip6* 36.953
Barneby
Chamaecrista vauthieri (Benth.) H.S. Irwin & Barneby Sanzmg;iiﬂfcho 36.980
SUBSECAO BASEOPHYLUM
Chamaecrista brachystachya (Benth.) Conc., L.P.Queiroz & G.P. Lewis  Diamantina—Biribiri** -
Chamaec_rlsta decora (H.S. Irwin & Barneby) Conc., L.P. Queiroz & Diamantina_Biribiri**  36.972
G.P. Lewis
Série Coriaceae
. . . . . e
CHAMAECRISTA Cha}maecrlsta potentilla (Mart. Ex Benth.) H.S. Irwin & Barneby Diamantina (MG) 36.998
Série Flexuosae
Chamaecrista flexuosa (L.) Greene Diamantina—Biribiri**  36.945

*S 19°18°45.1”” W 043°37°34.0”’, 915m - 1000m altitude; ** S 18°10°54.0>> W 043°33°45.5>7; *** 18°24°15.8> W 043°30°51.6”’;

*xE%S 19°08°33.9”” W 043°41°38.97’, 1045m altitude.

E

[43
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2.3 Nimero e morfometria cromossdmica

A determinacdo do numero e morfologia dos cromossomos foi
realizada nas mesmas laminas utilizadas na técnica de hibridizacéo in situ
fluorescente. A avaliacdo dessas laminas foi realizada no microscopio de
epifluorescéncia Nikon eclipse E400, sendo as imagens capturadas no
software NIS Elements BR e processadas no Adobe Photoshop CS3.

Para cada espécie de Chamaecrista, foram selecionadas, no
minimo, 15 metéfases para contagem dos cromossomos. De duas a quatro
metafases foram usadas para a obtencdo das medidas do braco curto (c) e
longo (1) dos cromossomos, utilizando o programa MicroMeasure 3.3.

A partir das medidas dos bragos cromossdmicos foram calculados:
comprimento total do cromossomo i (Cti = ¢ + I); comprimento total do
lote haploide (CTLH = Y Cti); relagdo de bragos (RB = l/c) e indice
centromérico (IC = ¢/Cti x 100).

A morfologia cromossdmica foi determinada a partir dos valores
de RB e IC, conforme Guerra (1986) e os indices obtidos foram também
usados para construir 0s cariogramas e os idiogramas das espécies.

Foi feito o grafico de dispersdo a partir dos indices Al, assimetria
intracromossémica (referente a posicdo centromérica), e A2, assimetria
intercromossdmica (referente ao tamanho), de acordo com Zarco (1986).

Para comparacao das espécies com relacdo aos valores de CTLH,

foi feita analise de variancia e teste de Scott-Knot (5%).
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2.4 Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

Foram utilizadas como sondas as sequéncias de rDNA 18S-5.8S-
25S (unidade de 9,1 kb, rDNA 45S) e de rDNA 5S de trigo, clonadas no
plasmideo pUC8 no sitio Eco RI. Bactérias transformadas com o vetor
contendo essas sequéncias foram cultivadas em meio contendo antibidtico
selecionador, o que possibilitou a selecdo de uma colbnia, da qual foi
extraido o plasmideo com uso do Kit Plasmid Mini (Quiagen).

As sondas 45S e 5S foram marcadas com biotina e digoxigenina,
respectivamente, por meio da técnica de “Nick Translation”. Cada reagdo
de marcacdo teve 1 ug de DNA da sonda, tampéo de reacdo (0.5 M Tris
HCI pH 7,5, 50 mM MgCI2), nucleotideos (dATP, dCTP e dGTP a 0.5
mM cada), nucleotideo marcado (0.33 mMMdTTP + 0.16 mMdUTP
marcado com digoxigenina ou biotina), 0.02 U de DNAse | e 0.5 U de
DNA Polimerase | em um volume final de 50 L.

Para a desnaturacdo cromossémica, foram aplicados 100 pL de
solucdo formamida 70% nas laminas e essas colocadas em estufa a 85 °C
por 1,30min para desnaturacdo do DNA. Em seguida, as laminas foram
imediatamente imersas em alcool etilico 70% gelado e posteriormente em
alcool 90% e 100% e secas ao ar.

A mistura de hibridizagdo constituiu de formamida 50%, tampé&o
SSC 2x, sulfato dextran 10%, 50-100 ng de sonda marcada. As sondas
foram desnaturadas a 95 °C, por 8min e imediatamente resfriadas em
gelo. Foram aplicadas 30 pL da mistura de hibridizacdo as preparacoes
cromossémicas que foram cobertas com laminula. A hibridizagdo foi

realizada a 37 °C por 48h, seguida por lavagens sob agitacdo em SSC 2x
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por 5 minutos a temperatura ambiente, em SSC 2x a 42 °C por 10
minutos, em SSC 2x por 5 minutos a temperatura ambiente e finalmente
em tampdo TNT por 5 minutos.

A deteccdo das sondas foi feita com o0s anticorpos anti-
digoxigenina conjugado com rodamina e antibiotina conjugado com FITC
em tampdo TNB, por 1 hora, a 37 °C, em camara Umida. Apds remoc¢éo
da laminula, as laminas foram lavadas trés vezes, 5 minutos cada, em
TNT, a temperatura ambiente, sob agitacdo. ApOs secagem ao ar, as
laminas foram expostas em meio de montagem Vectashield contendo
DAPI.

As laminas foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia
Nikon eclipse E400, sendo as imagens capturadas no software NIS
Elements BR e processadas no Adobe Photoshop CS3.

2.5 Determinacédo da quantidade de DNA através da citometria de

fluxo

Amostras de 20 a 30 mg de folhas jovens em trés plantas de cada
espécie de Chamaecrista Moench e Pisum sativum L. (padrédo interno de
referéncia) foram trituradas em tampao Marie (MARIE; BROWN, 1993).
A solucdo de ndcleos interfasicos obtida apds filtragem foram
adicionados 25 pL de iodeto de propideo (1 mg/mL) e 2,5 uL. de RNAse
(50 pg/mL) (DOLEZEL, 1997).

A analise de pelo menos 10.000 nucleos por amostra foi realizada
no citdmetro FacsCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),

permitindo a obtencdo dos histogramas através do software Cell Quest
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(Becton Dickinson e Companhia, San Jose, CA, USA), sendo esses
analisados no software WinMDI 2.8.

O conteudo de DNA nuclear (pg) das amostras foi estimado por
meio de comparagdo com a posi¢cdo do pico G1 do padrdo interno de
referéncia (Pisum sativum) usando a relagcdo Q = (E/S) x R, em que Q € a
quantidade de DNA da amostra (pg/2C), E é a posicdo do pico G1 da
amostra, S é a posicdo do pico G1 do padrdo de referéncia e R é 0
conteldo de DNA do padréo (9,09 pg/2C).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e ao
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

Das espécies de Chamaecrista Moench estudadas, em sete, foi
possivel realizar a analise cariotipica detalhada. Mas para Ch. vauthieri e
Ch. brachystachya foi possivel realizar apenas a contagem dos nimeros
cromossdmicos e determinar a quantidade de DNA.

3.1 Quantidade de DNA e caracteristicas do complemento

cromossomico

A estimativa da quantidade de DNA gendmico das espécies de
Chamaecrista por citometria de fluxo apresentou excelente qualidade,
com formacdo de histogramas com picos bem definidos e baixo ruido.
Essa qualidade é confirmada pelo baixo coeficiente de variacdo (CV), que
apresentou valores entre 0,32 e 0,88, respectivamente.

As espécies estudadas diferiram significativamente em relagdo ao
tamanho do genoma. Ch. flexuosa é a espécie que possui menor
guantidade C de DNA, enquanto que Ch. semaphora possui 0 maior
genoma entre as espécies estudadas (Tabela 2).

O relato do nimero cromossémico é inédito para as espécies Ch.
ensiformes, Ch. semaphora, Ch. cipoana, e Ch. vauthieri (Tabela 2).

Foi constatada a presenca de dois ndmeros cromossdmicos
distintos em Chamaecrista (Tabela 2; Figura 1). Como previamente
relatado para a secdo Absus, todas as espécies possuem 2n = 28
cromossomos (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006;
CONCEICAO et al., 2009, TORRES et al., 2011). Em Ch. ensiformes
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também foi observado 2n = 28 cromossomos, sendo esse, 0 primeiro
registro na secdo Apoucouita. J& as duas espécies da secdo Chamaecrista,
a mais derivada no estudo, possuem 2n = 16 Cromossomos, mesmo
namero relatado para a se¢do por Conceicéo et al. (2009).

O tamanho médio dos cromossomos de Chamaecrista variou entre
2,10 pm em Ch. decora e 3,66 um em Ch. semaphora (Tabela 2). Em Ch.
cipoana e Ch. Semaphora, foram observados cromossomos com 5,04 um
e 7,18 um, respectivamente, o que ndo confirma a tendéncia descrita na
literatura de que 0s cromossomos desse género s&o pequenos, com cerca
de 2 pm (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005b;
BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2006; SOUZA;
BENKO-ISEPPON, 2004).

Em relacdo aos valores de comprimento total do lote haploide
(CTLH), Ch. semaphora apresentou o maior valor (54,02 um), enguanto
que Ch. flexuosa apresentou o menor valor (22,35 um) (Tabela 2). A
espécie que possui menor valor C também possui o menor CTLH
estimado. A correspondéncia entre a ordenacdo do valor C e do CTLH
pode ser observada na maioria das espécies, com excecdo de Ch.
ochnacea (Tabela 2), o que pode ser um indicador de confiabilidade dos
dados de medicdo, que estdo mais sujeitos a influéncia de fatores
externos, tais como grau de condensagdo dos Cromossomos ou

delimitacdo duvidosa das extremidades cromossdmicas.



Tabela 2 Caracteristicas do complemento cromossdémico de espécies de Chamaecrista Moench

N . MORFOMETRIA CROMOSSOMICA DEAQA&":)HI\?A A!IS\ISDIII\/CI:EE'?RDI,E\Z D'-Eor%?\;
Cti maz s, FC CTLH! ([():g) Mb Al A2 4558 5S
Ch. ensiformes 28* 2,09-380  2,89+052  6m+8sm  3975d 085 926 035 018 3 3
Ch. cipoana 28* 247-504  342+063  9m+5sm 4854 1,00f 973 040 018 2 1
Ch. semaphora 28* 2,05-7,18  3,66+1,16  8m+6sm  54,02f 1,089 1051 034 031 2 1
Ch. ochnacea 28 [1] 1,96-326  2,45:0,38  6m+8sm  3522c 094 94 034 015 2 1
Ch. vauthieri 28* - - - - 092 900 - - - -
Ch. brachystachya 28[3] - - - - 0,60b 582 - - - )
Ch. decora 281[2] 1,20-2,96  2,10+0,40  10m+4sm  2937b 067c 90 027 019 2 2
Ch. flexuosa 16[34]  2,09-334  284+043  1m+7sm  2235a 044a 42 051 015 2 1
Ch. potentilla 16[3] 2,20-348  2,84+0,41  2m+6sm  22,77a 059  °/7 045 014 1 1

Comprimento total do cromossomo (Cti); formula cariotipica (FC); comprimento total do lote haploide (CTLH); quantidade C DNA
(pg); Mb = megabases (1pg = 978Mb); indice de assimetria intracromossdmica (Al); indice de assimetria intercromossdmica (A2);
ma = média aritmética e s, = desvio padrdo da média (um); sm: submetacéntrico e m: metacéntrico. > Zarco (1986).* Primeiro relato
de nimeros cromossdmicos. [1] Irwin e Turner (1960), n = 14. [2] Conceicéo et al. (2009), 2n = 28; [3] Conceicdo et al. (2009) 2n =
16. [4] Irwin e Turner (1960), n = 8, 2n = 16. tMeédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Scott-
Knot, a 5% de probabilidade.

6¢
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Figural Metafases mitéticas em espécies de Chamaecrista Moench
observadas no DAPI, no FITC, no TRITC e sobreposi¢cdo de
imagens. A) rDNA 45S (vermelho) e 5S (verde) e B-I) 45S
(verde) e 5S (vermelho). A) Ch. ensiformes var. ensiformes,
secdo Apoucouita. (B-G) Secdo Absus. B) Ch. cipoana. C) Ch.
semaphora. D) Ch. ochnacea. E) Ch. decora. F) Ch. vauthieri.
G) Ch. brachystachya. (H-1) Secdo Chamaecrista. H) Ch.
flexuosa. I) Ch. potentilla. Barra: 5 pum.
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De acordo com a classificagdo de Guerra (1986), baseado no
indice centromérico, a maioria das espécies apresentou Cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, sendo esse ultimo predominante na
secdo Chamaecrista (Tabela 2). Com excecdo de Ch. semaphora, nas
demais espécies ocorre uma diminuicdo gradual de tamanho ou
cromossomos de tamanhos similares, caracterizando cariotipos
simétricos.

O diagrama de dispersdo construido a partir dos indices de
assimetria de Zarco (1986), também permitiu observar essa tendéncia
(Figura 2). Nota-se que Ch. semaphora possui indice A2 (assimetria
intercromossémica) maior que as demais espécies, 0 que pode ser
explicado pelo seu cromossomo 1 ser consideravelmente maior que oS
demais. J& nas outras espécies, observam-se indices A2 menores,
confirmando uma menor assimetria intercromossomica.

O indice Al (assimetria intracromossémica) revela consideravel
distanciamento de Ch. decora, subsecdo Baseophyllum, das demais
espécies da secdo Absus (Figura 2). A exclusdo de Ch. decora dessa secéo
ja foi proposta por Conceicdo et al. (2009), baseados em sequéncias de
DNA nuclear.

Além disso, os indices Al e A2 agruparam as espécies da secdo
Chamaecrista. Nessas espécies, a assimetria intracromossémica foi maior
em relacdo as outras espécies estudadas em funcdo da predominancia de
cromossomos submetacéntricos, o que sugere maior frequéncia de

eventos de rearranjos cromossdémicos estruturais.
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Figura2 Diagrama de dispersdo de acordo com os indices de assimetria
Al e A2 de Zarco (1986) em espécies de Chamaecrista
Moench., segundo). & Secdo Apoucouita. O Secdo Absus.
A Secdo Absus subs. Baseophyllum. ®ecdo Chamaecrista

3.2 Numero e distribuicéo dos locos de DNA ribossomal

As espécies estudadas apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao nimero e padrdo de distribuicdo das sequéncias de rDNA.

Em Ch. Ensiformes, foram observados trés sitios de rDNA 45S e
5S. Essas sequéncias sdo terminais e observadas no brago curto do
cromossomo 2 e no brag¢o longo dos cromossomos 1 e 7. Dois aspectos
observados sdo incomuns em células de eucariotos superiores, (1) 0s
sitios sdo contiguos e (2) a sequéncia 5S é mais terminal que a 45S
(Figura 3).
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Ch. ensiformes
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Ch. semaphora
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Figura3 Cariograma de espécies de Chamaecrista Moench com
distribuicdo das sequéncias de rDNA 45S (verde) e 5S
(vermelho). A) Ch. ensiformes var. ensiformes, sec¢do
Apoucouita. (B-E) Se¢do Absus. B) Ch. cipoana. C) Ch.
semaphora. D) Ch. ochnacea. E) Ch. decora. (F-G) Secéo
Chamaecrista. F) Ch. flexuosa. G) Ch. potentilla. Barra: 5 um

Ch. decora pertencente a secdo Absus subsecdo Baseophyllum,
possui dois sitios de rDNA 45S e dois 5S. Esses sitios, assim como
observado em Ch. ensiformes, sdo contiguos e 0 5S é mais terminal. Esses
sitios se encontram no brago longo do cromossomo 1 e no curto do

cromossomo 3, ambos, terminais (Figura 3). Com exce¢éo dessa espécie,
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em todas as demais da secdo foram observados dois locos de rDNA 45S e
um de rDNA 45S. Essa caracteristica, assim como a assimetria
cariotipica, revela o distanciamento entre a subsecdo Baseophyllum e o
restante da secéo Absus.

Em Ch. Ochnacea, foram observados dois sitios terminais de
rDNA 45S localizados nos cromossomos 5 e 7. Alem desse, a espécie
possui um sitio proximal de rDNA 5S no cromossomo 2 (Figura 3).

Em Ch. cipoana e Ch. Semaphora, também foram observados dois
sitios terminais 45S, sendo que na primeira esses se encontram nos
cromossomos 1 e 9, e na segunda, nos cromossomos 6 e 10. Essas
espécies ainda possuem um sitio de rDNA 5S localizados nos
cromossomos 2 (intersticial) e 14 (proximal), respectivamente (Figura 3).

Na se¢do Chamaecrista, também foram observadas variagdes no
numero e na posicdo dos locos de DNA ribossomal. Ch. flexuosa possui
dois sitios de rDNA 45S, ambos terminais e localizados no braco curto do
cromossomo 1 e no brago longo do cromossomo 8. Um sitio de rDNA 5S
foi observado no brago longo do cromossomo 1, sendo esse proximal
(Figura 6 + 4).

Em Ch. Potentilla, foram encontrados um sitio de DNA
ribossomal 45S e um 5S. Esses se encontram no braco longo do
cromossomo 1 (terminal) e no brago longo do cromossomo 4 (proximal),

respectivamente (Figura 3).
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3.3 Polissomatia em espécies de Chamaecrista Moench

Em todas as espécies estudadas no presente trabalho, foram observadas
células poliploides esporédicas, com duplicacdo cromossdmica perfeita em meio
a células diploides (Figura 4).

Esse evento é conhecido como polissomatia e foi observado no material
proveniente de sementes germinadas em camara de germinacdo, ndo sendo
observado em meristemas de raizes coletadas de plantas cultivadas em casa de
vegetacao.

De acordo com Olkoski e Schifino-Wittmann (2011), a duplicacdo do
genoma em algumas células de meristemas radiculares obtidos de sementes
germinadas em placas de Petri seria uma estratégia adotada em tecidos jovens.
Nesses tecidos, a ampliacdo da expressdo de alguns genes poderia ser necessaria
para aumentar a sintese de produtos indispensaveis para o desenvolvimento
inicial do vegetal. Segundo os autores, esse fato é comprovado pelo evento de
endoreduplicacdo ndo ser observado em raizes coletadas de plantas mantidas em
casa de vegetacdo, ou seja, em tecidos maduros.

Figura4 Polissomatia em espécies de Chamaecrista Moench. A) Ch. flexuosa
(2n = 32). B) Ch. ensiformes (2n = 56). Barra: 5 um
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A polissomatia existente entre células meristematicas de ponta de
raiz ndo foi anteriormente relatada em Chamaecrista. No entanto, em Ch.
nictitans foi observado variacdo intraespecifica em relacdo ao numero
cromossomico, sendo relatado em populagdes no norte do Brasil, 2n = 48
cromossomos (SOUZA; BENKO-ISENPPON, 2004), enquanto que no
sul do pais foi observado 2n = 32 (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2006).
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4 DISCUSSAO

A variabilidade no namero e morfometria cromossémica, nimero
e padrdo de distribuicdo das sequéncias de DNA ribossomal e no tamanho
do genoma revelaram que Chamaecrista Moench é um grupo heterogéneo
do ponto de vista carioldgico.

O tamanho dos cromossomos observados difere esse género dos
demais da subtribo. Geralmente os cromossomos de Cassia L e Senna
Mill sdo pequenos (2,5 um), além disso, as espécies desses géneros
possuem cromossomos predominantemente metacéntricos (BIONDO;
MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005b; RESENDE; DAVIDE;
TORRES, 2013).

No nivel infragenérico, 0 numero 2n = 28 Cromossomos
encontrado na secdo Apoucouita, onde se observam espécies
exclusivamente de héabito arbdéreo, é considerado um carater
plesiomorfico de Chamaecrista. Esse fato é suportado pela presenca de 2n
= 28 cromossomos na maioria das espécies de Cassia e Senna, 0s quais
seriam grupos irmdos de Chamaecrista em analises de sequéncias
plastidiais e nucleares (CONCEICAO et al., 2009).

Segundo esses autores, a diversificacdo primaria de Chamaecrista
teria ocorrido em florestas tropicais, onde se encontram espécies de
Cassia, a maioria também de habito arbéreo. A partir de um primeiro
evento cladogenético teria se originado a secdo Apoucouita e outro clado
composto pelas demais secdes de Chamaecrista, todas de habito variando
de arbustivo a ervas e encontradas em &reas de Cerrado e vegetacao

aberta.
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As analises prévias de numeros cromossdmicos sugerem uma
evolugdo cromossdmica atraves de reducdo disploide no numero bésico
para 0 género, com X = 14 observado nas se¢des Apoucouita (presente
estudo), Absus e Grimaldia, x = 8 nas se¢des Chamaecrista e Caliciopsis,
e X = 7 na secdo Xerocalyx (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005b; IRWIN; TURNER, 1960; SOUZA; BENKO-
ISEPPON, 2004).

De acordo com Guerra (2008), seja qual for o mecanismo
envolvido em uma série disploide, todos 0os nimeros de cromossomos
diferentes dessa série devem conter todo ou quase todo conjunto génico.
Isso € evidente no caso de Ch. potentilla (secdo Chamaecrista), 2n = 16 e
¢ = 0,59, e Ch. brachystachya (secdo Absus subsecdo Baseophyllum), 2n
=28 e ¢ = 0,60, em que ha reducdo do nimero de cromossomos sem a
perda de material genético. Alteracbes como fusGes seguidas de
rearranjos estruturais como translocacdes e inversdes explicariam essa
perda drastica de cromossomos com a manutencdo do tamanho do
genoma (GUERRA, 2008; STEBBINS, 1971).

Ao se comparar 0s cromossomos das espécies da secdo
Chamaecrista com a representante da secdo Baseophyllum, observa-se
que houve um incremento no tamanho cromossémico e uma tendéncia a
cromossomos submetacéntricos (Figura 6). Esse fato é mais uma
evidéncia da presenca de rearranjos estruturais durante 0 processo
evolutivo do género.

Além da disploidia, a perda de material genético também esta
envolvida na evolugéo cariotipica do género. Esse evento, que também

pode estar relacionado a rearranjos estruturais, € evidenciado pela reducéo
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no tamanho do genoma das espécies sem a alteragdo no ndmero
cromossdmico (Tabela 2), e pela reducdo no numero de sitios de DNA
ribossomal em algumas espécies (Tabela 2; Figura 3).

Tomando como referéncia a filogenia proposta por Conceigéo et
al. (2009), em nivel de secdo (Figura 6), fica clara a tendéncia de
diminuicdo do namero de locos de rDNA 5S e 45S e a ocorréncia de
rearranjos estruturais que levaram a alteracdo na posi¢do desses locos,
tanto no que diz respeito ao tamanho do cromossomo em que esta
localizada como em que regido do brago cromossomico.

A Unica divergéncia encontrada entre a proposta filogenética e os
dados citogenéticos desse trabalho € a posicdo da subsecdo Baseophyllum
da secdo Absus, que segundo Conceicao et al. (2009), deveria ser elevada
ao status de secdo pertencente ao clado que engloba as se¢bes Xerocalyx,
Caliciopsis (ndo representadas nesse trabalho) e Chamaecrista. Apesar de
os dados cariotipicos (Figura 6) indicarem o distanciamento entre o
representante da subsecdo Baseophyllum (Ch. decora) dos demais
representantes da secdo Absus eles ndo corroboram o posicionamento
proposto por Conceicdo et al. (2009).

O tamanho cromossdmico, 0 numero e, especialmente, o
posicionamento contiguo das sequéncias de rDNA 45S e 5S na
extremidade dos cromossomos (Figura 6) indicam maior proximidade
entre Ch. decora (se¢do Absus subsecdo Baseophyllum) e Ch. ensiformes
(secdo Apoucouita). Nesse caso, a hipdtese de evolucdo cariotipica € a de
que o primeiro evento cladogenético do género originou a se¢do
Apoucouita com 2n = 28, com trés locos de rDNA 45S e trés de rDNA 5S

contiguos e nas extremidades dos cromossomos, e outro clado com as
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demais secOes. A atual subsecdo Baseophyllum de Absus seria entdo um
grupo mais basal desse clado com 2n = 28 e dois locos de cada um dos
rDNASs, ou seja, com a perda de um loco de cada. Um segundo conjunto
de alteragGes cromossémicas levou a perda de uma sequéncia de rDNA
5S e a um provavel reposicionamento dos locos de rDNA, originando
espécies representantes da secdo Absus, com 2n = 28 e dois locos de
rDNA 45S e um loco de 5S. Como representante basal da secdo
Chamaecrista e de transicdo entre essa e a se¢do Absus, Ch. flexuosa se
originou com a diminui¢do no numero (2n = 16) e aumento no tamanho
dos cromossomos, decorrentes de fusdes céntricas e a perda de um loco
de rDNA 5S. Posteriormente a perda de outro sitio de rDNA 5S teria
originado Ch. potentilla, uma espécie mais derivada dessa se¢ao.

As sequéncias 45S e 5S distribuidas de forma contiguas como
observado em Ch. ensiformes e Ch. decora, seria um carater
plesiomorfico observado durante a evolucdo cariotipica do género. Esse
padrdo de distribuicdo é incomum em organismos eucariotos superiores,
bem como a posicdo do loco 5S mais terminal que o 45S
(WINTERFELD; ROSER, 2007). O surgimento desse padrdo de
distribuicdo parece ndo apresentar uma vantagem evolutiva, ja que esse
evento foi seguido de perda de sequéncias de DNA ribossomal.

Assim, os marcadores cromossomicos descritos, obtidos a partir
da FISH de rDNAs de 45S e 5S mostram-se importantes para o estudo da
evolucdo dos cromossomos de espécies de Chamaecrista. Contudo, deve-
se avaliar um maior nimero de espécies, bem como devem ser
empregados outros marcadores tal como sequéncias teloméricas e

centromericas, as quais poderiam evidenciar os eventos de fuséo.
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Figura5 Dendograma adaptado de Conceicdo et al. (2009) com
distribuicdo das sequéncias de rDNA 45S (verde) e 5S
(vermelho) em espécies de Chamaecrista Moench. 1) Secdo
Apoucouita; 2) Secdo Absus; 3) Secdo Absus, subsecao
Baseophyllum. 4) Secdo Chamaecrista. Barra: 5 um
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5 CONCLUSOES

A reducdo disploide estd envolvida na evolucdo cariotipica de
Chamaecrista Moench, como consequéncia de fusdes centroméricas.

Além da disploidia, rearranjos cromossomicos como
translocagOes, inversdes e deficiéncias tiveram um papel importante na
diversificacdo do género, levando a um menor nimero de locos de rDNA.

Os dados citogenéticos corroboram a proposta de exclusdao da
subsec¢édo Baseophyllum da se¢do Absus.

Os dados carioldgicos de Chamaecrista corroboram a sua

segregacdo em relacdo aos outros dois géneros de Cassiinae.



53

ABSTRACT

Chamaecrista, Cassia and Senna genera belong to Cassiinae, a
subtribe formed from the Cassia s. |. subdivision. Although Cassiinae is
considered as monophyletic, the relations among its genera remain
unclear, as well as the relations among some Chamaecrista species.
Cytogenetic data can help to clarify taxonomic and evolutionary issues.
The objective of this study was to characterize species representing
different Chamaecrista sections and/or series regarding the karyotype,
ribosomal DNAs location and nuclear DNA amount. Root meristems
were extracted from nine species collected in Diamantina-MG and were
used to obtain metaphasic cells. New chromosome counts for four species
were reported. . A detailed description of chromosome complement was
made for seven species. The disploidy reduction is involved in the genus
karyotype evolution as a result of fusions. Rearrangements like
inversions, translocations and deletions can also be considered as factors
that led to chromosome structural changes and decrease in DNA amount
and number of rDNA loci. Cytogenetic data corroborate the hypothesis of
Baseophyllum subsection exclusion from Absus section and the
segregation of the three Cassiinae genera.

Keywords: Karyotype. Contiguous sequences. C-value. Chromosome.
Cassiinae.
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