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RESUMO

Cassia ¢ um género tropical que, juntamente, com Senna e Chamaecrista compdem a subtribo
Cassiinae. Entretanto, a relagcdo entre os géneros de Cassinae ainda ndo ¢ muito clara e estudos
anatomicos tem contribuido para o melhor compreender as relagdes dessa subtribo. Assim, nds
estudamos o desenvolvimento do 6vulo de trés espécies de Cassia com o intuito de levantar dados
que possam contribuir para o entendimento da relagdo entre os géneros de Cassiinae. Para isso,
ovulos de Cassia fistula, Cassia grandis e Cassia javanica provenientes de flores em diferentes
estagios de desenvolvimento foram fixados em FAA e Karnovsky, desidratados e incluidos em
resina histologica. O material foi seccionado com cerca de 6 um e corados com azul de toluidina.
Todas as espécies de Cassia apresentam os Ovulos anatropos, bitegumentados, crassinucelados e
micropila em zigue-zague. Elas também apresentaram a epiderme externa do tegumento externo
contendo compostos fendlicos. Todas as espécies apresentaram uma célula arquesporial que origina
uma cé¢lula mae de megésporo. Alguns dvulos de C. fistula e C. javanica apresentaram duas células
arquesporiais originando duas células mae de megasporo. As trés espécies apresentaram tétrades
lineares de megasporo. Entretanto, Cassia grandis e C. javanica, também apresentaram tétrade em
1 e C. fistula apresentou tétrade obliquo-linear. Apesar das diferencas na esporogénese, todas as
espécies apresentaram somente um megagametofito do tipo Polygonum. A embriologia de Cassia
foi similar ao que ja foi descrito para Caesalpinioideac. Ovulos com duas células arquesporiais ou
microsporocitos também ocorrem em Senna e Chamaecrista. A Unica caracteristica que distingue
Cassia dos demais géneros de Cassiinae foi a epiderme externa do dvulo fendlica, que surge como
um possivel apomorfia para o género.

Palavras-chaves: Cassiinae, embriologia, Leguminosae, megasporogenese



ABSTRACT

Cassia 1s a tropical genus that together with Senna and Chamaecrista compose the subtribe
Cassiinae.aaa However, the relationship between the members of Cassinae is still unclear, and
anatomical studies have contributed to the improvement of their circumscription. Thus, we studied
the ovule development of three species of Cassia to the understanding of the Cassiinae relationship.
For this, ovules of C. fistula, C. grandis, and C. javanica from flowers at different stages of
expansion were fixed in FAA 50 and Karnovsky, dehydrated and embedded in histological resin.
The material was sectioned to about six micrometres and stained with toluidine blue. All species of
Cassia present the anatropous, bitegmic, and crassinucellate ovules with zigzag micropile. They
also show the outer epidermis of the outer integument containing phenolic compounds. All species
had an archesporial cell that directly originates a megaspore mother cell. Some ovules of C. fistula
and C. javanica present two archesporial cells originating two megaspore mother cells. All three
species possess linear tetrad of megaspores. However, C. grandis and C. javanica also presented
tetrad in L and C. fistula presented oblique-linear tetrad. Despite the differences in sporogenesis, all
species had only one Polygonum-type megagametophyte. The embryology in Cassia was similar to
that already described for Caesalpinioideae. The only feature distinguishing Cassia from the other
Cassiinae was the phenolic ovule outer epidermis, which appears as a possible apomorphy for the
genus.

Keywords: Cassiinae, embryology, Leguminosae, megasporogenesis



INTRODUCAO

Leguminosae Juss. ¢ a terceira maior familia entre as angiospermas depois de
Orchidaceae Juss. e Compositae Giseke., composto por mais de 700 géneros e 19.000 espécies com
uma distribuicdo ampla por todo planeta (Lewis et al. 2005). Segundo Judd et al. (1999),
Leguminosae e dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae Candolle; Papilionoideae Candolle;
e Mimosoideae Candolle. A subfamilia Caesalpinioideae ¢ composta por cerca de 160 géneros e
mais de 3.000 espécies, com distribuicao predominante tropical (Lewis et al. 2005). Esta subfamilia
¢ reconhecida pelo seu habito arbustivo e arbéreo, com folhas alternas e compostas com presenga
de estipulas, as flores apresentam simetria zigomorfa, sdo diclamideas, pentameras, com calice ¢
corola livres desde a base e seu fruto do tipo legume (Waston & Dallwitz, 1992).

A subtribo Cassiinae apresenta trés géneros, resultantes da subdivisao de Cassia sensu
lato, gerando Cassia sensu stricto, Chamaecrista Moench. e Senna Mill. (Irwin & Barneby, 1981).
O género Cassia sensu stricto possui cerca de 30 espécies de distribui¢do circuntropical (América,
Africa, Madagascar, Asia, Malasia e Australia). Esta divisdo foi proposta em 1981 e as relagdes
entre os géneros resultantes ainda ndo ¢ bem entendida. Analises moleculares realizadas por Doyle
et al. (1997, 2000) e Kajita et al. (2001), indicam Chamaecrista ¢ Senna como grupo irmaos e
Cassia como sendo grupo ndo monofilético. Porém, andlises das estruturas morfologicas apontam
semelhancas e divergéncias entre os trés géneros (Irwin & Barneby, 1981). O género Chamaecrista
apresenta inflorescéncias com variagdes entre os o numero de flores, sésseis ou pediceladas, com a
presenca de duas bractéolas terminais ou medianas; as pétalas sdo amarelas, as vezes marcadas com
vermelho, sendo a vexilar mantida internamente no botao; o androceu tem de dois a dez estames
funcionais organizados de forma desigual na flor e anteras com deiscéncia apical (Irwin & Barneby,
1981). O género Senna possui inflorescéncias do tipo racemo ou corimbo, variando o nimero de
flores; o seu pedicelo ndo possui bracteas; as pétalas podem ser amarelas ou raramente brancas, as

flores apresentam simetria subsigmorfas ou heteromorficas, sendo o vexilo encontrado mais



4

internamente no botdo; o androceu tem de cinco a dez estames, todos funcionais e anteras com
deiscéncia apical. O género Cassia € caracterizado por possuir inflorescéncias dispostas em
racemos axilares com grande numero de flores; suas pétalas podem ter coloca¢do amarela, rosas ou
vermelhas com simetria subzigomorfas, sendo o vexilo interno no botdo; seu pedicelo possui duas
bractéolas na base; o androceu decamero com estames ¢ estaminodios, com maior concentragao de
estames na face inferior da flor e anteras com formato sigmoide com deiscéncia apical, sendo essas
caracteristicas morfologicas que sustentam a divisao proposta por Irwin & Barneby (1981).

A embriologia ¢ uma area da botanica que teve inicio com com a investigagao de
estames por Grew (1682). Amici (1824) descobriu por acidente a formagao do tubo polinico quando
observava o estigma de uma planta que estava coberta de pelos. Em seguida os estudos sobre
embriologia por Schleiden (1837), desvendaram o papel do tubo polinico na fecundacido e
Hofmeister (1847) descobriu a natureza e desenvolvimento dos gametas masculinos e femininos
(Maheshwari 1950). A utilizacdo da embriologia para resolver problemas taxondmicos nio foi o
principal objetivo, mas a partir de Davis (1966) e Johri et al. (1992) a embriologia comparada
ganhou mais destaque devido a homogeneidade de seus processos em determinados grupos
taxondmicos. Em um levantamento realizado por De-Paula & Oliveira (2012), constatou-se que os
estudos embriologicos realizados em Cassia sensu lato tratavam-se na maioria de Senna e
Chamaecrista e que o desenvolvimento do 6vulo de Cassia sensu stricto ¢ conhecida somente em
Cassia roxburghii DC. (=Cassia marginata Roxb., Pantulu 1945) e a morfologia do 6vulo de
Cassia ferruginea (Schrad.) DC. (De-Paula & Oliveira 2007c).

Neste trabalho foram selecionadas espécies de Cassia, para verificar se existem
diferencas embriologicas, com intuito de levantar dados que possam contribuir para a classificacao

de Caesalpinioideae, para conseguir formar um padrao dentro da subfamilia.



MATERIAL E METODOS

Ramos férteis de Cassia grandis L.f., Cassia fistula L. e Cassia javanica L., foram
coletadas no perimetro urbano do municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Parte do material passou
por processo de herborizagdo para ser incorporado ao Herbarium Uberlandense (HUFU), no
Campus Umuarama, com nimero de registro 76.219 para C. fistula e 76.220 para C. javanica. O
processo de herborizagdao consiste na desidratacdo do material, colocando-o dentro de um jornal
para que a umidade seja absorvida. As amostras foram colocadas em estufa de 60 a 70°C num
periodo de 7 a 14 dias.

Para o estudo anatomico foram coletadas flores em diferentes estagios de
desenvolvimento, os ovarios foram medidos em papel milimetrado e separadas por tamanhos para
diferenciar os estagios de desenvolvimento. O material foi fixado em Karnovsky (Karnovsky, 1965)
por 48 horas e desidratado gradualmente e conservado em alcool etilico 50% (Berlyn & Miksche,
1976). Conforme o protocolo do fabricante, as amostras passaram por desidratacdo em série etilica
e inclusdo em metacrilato (Leica®).

As amostras foram seccionadas em micrétomo rotativo para obter séries transversais e
longitudinais com 6 a 8um de espessura. O material seccionado foi corado com azul de toluidina
0,05% em tampao acetato com pH 4,7 (O’Brien et al. 1964 modificado) e montadas com resina
sintética em laminas permanentes. As laminas foram analisadas em um fotomicroscopio de luz e as
regides mais importantes e representativas foram gravadas digitalmente. As imagens foram
organizadas em pranchas usando Adobe Photoshop®.

Os resultados foram descritos ontogenicamente e o desenvolvimento do 6vulo seguiu a

classifica¢do de Johri et al. (1992).

RESULTADOS

Os 6vulos de Cassia desenvolvem-se a partir da camada dérmica e subdérmica (Fig.
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la). O tegumento interno forma-se primeiro e tem origem epidérmica (Fig. 1b—d). O tegumento
externo forma-se apds o tegumento interno e tem origem epidérmica na parte mais distal e
subepidérmica na sua parte mais proximal (Fig. 1b—d). O tegumento externo apresenta de trés a
quatro camadas de células e as células da epiderme externa apresentam citoplasma contendo
compostos fendlicos (Fig. 1e). O tegumento interno apresenta de duas a trés camadas de células sem
compostos fenolicos (Fig. 1e). O 6vulo € vascularizado por um feixe vascular que percorre a rafe e
termina na calaza (Fig. le). No final do desenvolvimento, 6vulos sao anatropos (Fig. 1f). A
micropila ¢ formada pelo fechamento de ambos tegumentos, mas a exdstoma e a enddstoma nao
coincidem (Fig. 1f).

No nucelo uma ou duas células aumentam de volume e constituem as células
arquesporiais (Fig. 1b, 2a-b). As células arquesporiais aumentam de tamanho e constituem as
cé¢lulas mae de megasporos (Fig. 2c—d). Estas por sua vez, passam por meiose originando diades
(Fig. 2e) e posteriormente tétrades que pode estar organizadas de diferentes formas (Fig. 2f-h).
Todas as espécies apresentaram as tétrades lineares (Fig. 2f). Entretanto, C. fistula também
apresentou tétrades obliquo-lineares (Fig. 2g) e em C. grandis e C. javanica foram observadas
tétrades em forma de L (Fig. 2h). Desta tétrade, os trés megasporos micropilares degeneram e
somente o megasporo calazal permanece funcional (Fig. 2i).

O megasporo funcional passa por trés cariocineses sucessivas (Fig. 3a-b), formando um
célula com oito nucleos (Fig. 3b). Desses, trés ficam na por¢do calazal, dois no centro e trés na
porcao micropilar (Fig. 3b). Os calazais celularizam formando as antipodas (Fig. 3c). Os centrais
constituirdo os nucleos polares da célula central (Fig. 3d). Os micropilares também celularizam e
constituem uma oosfera central (Fig. 3d) e duas sinérgides laterais (Fig. 3e) configurando um

megasporo do tipo Polygonum.



DISCUSSAO

Os ovulos de Cassia fistula, C. grandis e C. javanica sdo anatropos, como em C.
roxburghii DC. (Pantulu 1945) e C. ferruginea (Schrad.) DC. (De-Paula & Oliveira 2007). Os
resultados encontrados neste estudo também sao similares aos outros géneros da subtribo Cassiinae
como em Chamaecrista desvauxii (Collad.) Killip., Ch. flexuosa (L.) Greene, Ch. nictitans (L.)
Moench (De-Paula & Oliveira, 2012), Ch. rotundifolia (Pers.) Greene, Ch. serpens (L.) Greene (De-
Paula & Oliveira 2007a, b), Senna obtusifolia (L.) H.S.Irwin & Barneby, S. occidentalis (L.) Link,
S. siamea (Lam.) H.S.Irwin & Barneby, S. sulfurea (Collad.) H.S.Irwin & Barneby, S. surattensis
(Burm.f.) H.S.Irwin & Barneby (Pantulu 1945), S. corymbosa (Lam.) H.S.Irwin & Barneby
(Rodriguez-Pontes 2007), S. multijuga (Rich.) H.S.Irwin & Barneby e S. rugosa (G.Don) H.S.Irwin
& Barneby (De-Paula & Oliveira, 2007¢). Em Caesalpinioideae, assim como em Cassiinae, os
ovulos sdo anatropos. Em Mimosoideae os 6vulos sdo anatropos, campilotropos ou anfitropos. Em
Papilionoideae, os 6vulos podem ser anatropos, hemianatropos, anfitropos ou campildtropos (Johri
etal. 1992).

Os oOvulos das espécies estudadas de Cassia sdo bitegumentados, assim como de C.
roxburghii DC. (Pantulu 1945), C. ferruginea (Schrad.) DC. (De-Paula & Oliveira 2007c),
Chamaecrista (De-Paula & Oliveira2007a, b; De-Paula & Oliveira 2012), Senna (Pantulu 1945;
De-Paula & Oliveira, 2007; Rodriguez-Pontes 2007) e outras Leguminosae (Johri et al. 1992). Nas
espécies estudadas, o tegumento interno forma-se primeiro que o externo, entretanto o externo
recobre o interno no final do desenvolvimento ¢ ambos formam a micropila como referido
anteriormente. Cassia roxburghii apresentou o mesmo padrao de desenvolvimento, assim como em
S. obtusifolia, S. occidentalis, S. siamea, S. sulfurea e S. surratensis (Pantulu 1945). O
desenvolvimento dos tegumentos ¢ pouco abordado em trabalhos de embriologia (Johri et al. 1992).

A micrépila de Cassia € em zigue-zague, ou seja, o poro formado pelos tegumentos

externos e internos ndo coincidem. Cassia roxburghii DC. (Pantulu 1945), C. ferruginea (Schrad.)
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DC. (De-Paula & Oliveira 2007¢c), Chamaecrista (De-Paula & Oliveira 2007a, b; De-Paula &
Oliveira 2012) e Senna (Pantulu 1945; De-Paula & Oliveira, 2007c; Rodriguez-Pontes 2007)
também apresentaram esse tipo de micropila. Essa ¢ uma caracteristica comum entre as
Caesalpinioideae e Papilionoideae. Em Mimosoideae, a micrépila ¢ formada somente pelo
tegumento externo (Johri et al. 1992).

As espécies estudadas apresentaram Ovulos crassinucelados, assim como as outras
Cassiinae (Pantulu 1945; De-Paula & Oliveira, 2007c; Rodriguez-Pontes 2007; De-Paula &
Oliveira, 2012) e outras Leguminosae (Johri et al. 1992). Em C. grandis foi observado apenas uma
unica célula arquesporial, consequentemente uma Unica célula mae de megasporo. Porém em C.
fistula e C. javanica, foram observadas duas arquesporiais, gerando duas células mae de megasporo.
Este fato ja havia sido relatado para Cassiinae em S. surattensis € S. siamea (Pantulu 1945). Embora
alguns 6vulos tenham apresentado duas células mae, ndo foram encontrados dois megagametofitos
em nenhum 6vulo. Apds a meiose, as tétrades de megasporos em C. fistula, C. grandis e C. javanica
sdo lineares. Porém, foram observados 6vulos com tétrades com forma L em C. grandis e C.
Jjavanica, e tétrades obliquo-lineares em C. fistula. Em espécies do género Senna, estudadas em
apresentaram predominantemente tétrades lineares megasporo (Pantulu 1945). Apenas Senna
surattensis apresentou tétrades em divisdo obliquo-lineares, além da linear (Pantulu 1945). A
organizacgdo das tétrades sdo bastante varidveis em Leguminosae. Caesalpinioideac e Mimosoideae
apresentam tanto lineares ou em T. Em Papilionoideae, as tétrades podem ser, além de lineares ou
em T, obliquo-lineares ou em L (Johri et al. 1992).

Tanto nas espécies estudadas de Cassia, quanto em C. roxburghii, S. obtusifolia, S.
occidentalis, S. polyphylla, S. siamea e Senna surattensis, o megasporo funcional é o calazal
(Pantulu, 1945). Nas subfamilias de Leguminosae, como Mimosoideae e Papilionoideae e outros
géneros de Caesalpinioideae o megésporo funcional também ¢ o calazal (Johri et al. 1992). Cassia

fistula, C. grandis e C. javanica apresentaram megagametofito do tipo Polygonum. O mesmo tipo
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de desenvolvimento também em C. roxburghii, S. obtusifolia, S. occidentalis, S. polyphylla, S.
siamea e S. surattensis (Pantulu 1945). Os megéasporos funcionais sccalazais, que se desenvolve no
ovulo tipo Polygonum (Johri et al. 1992). Raros sdo os relatos de megagamet6fitos monospodricos
do tipo Oenothera como encontrado em Laburnum anagyroides e Pongamia (Rembert 1966;
Ojeaga & Samyaolu 1970) e bisporicos do tipo Allium como em e Vigna unguiculata (Ojeaga &
Samyaolu 1970).

Em suma, Cassia apresentou os ovulos anatropos, bitegumentados, crassinucelados e
micropila em zigue-zague, tétrades lineares (raramente obliquo-lineares ou em 1) e megagametofito
do tipo Polygonum. A embriologia de Cassia foi similar ao que ja foi descrito para Cassiinae,
Caesalpinioideae ¢ de uma forma geral para Leguminosae. A Unica caracteristica que distingue
Cassia dos demais géneros de Cassiinae foi a epiderme externa do 6vulo fenodlica, que surge como

um possivel apomorfia para o género.
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Figura 1. Secgoes longitudinais (a—d, f) e Sec¢do transversal (e) de dvulos de Cassia. a. Primérdio
do 6vulo. b—c. Inicio da formagdo do tegumento interno e externo pela camada dérmica. d. Ovulo
em estagio tardio com a presenga dos tegumentos desenvolvidos. e. O 6vulo bitegumentado, o
tegumento externo apresenta de trés a quatro camadas de células e camada mais externa apresenta
compostos fendlicos, o tegumento interno apresenta de duas a trés camadas de células. f. O 6vulo
com curvatura anatropo, placentagdo parietal e crassinucelado. A micrdpila ¢ formada por ambos
tegumentos, mas a exostoma e a endostoma ndo coincidem. ca: célula arquesporial, ce: célula mae
de megasporo, cl: calaza, fu: funiculo, le: lente, mg: megagametofito, mi: micropila, nu: nucelo, te:

tegumento externo, ti: tegumento interno.
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Figura 2. Seccdes longitudinais (a—i) de 6vulos de Cassia. a. A célula arquesporial com citoplasma
granuloso e nucléolo aparente. b. Ovulos com duas células arquesporial. ¢. Célula mie de
megasporo d. Duplicidade em células mae de megasporo. e. Uma diade originada pela célula mae
de megasporo. f. Tétrade com divisdo linear dos megasporos. g. Tétrade com divisdo obliqua dos
megasporos. h. Tétrade com divisdo em forma de T dos megasporos. i. Megasporo funcional, com
trés megasporos micropilares degenerados e somente o megésporo calazal funcional. ce: célula mae
de megasporo, di: diade, md: megéasporo degenerados, mf: megasporo funcional, mg:

megagametofito.
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Figura 3. Secgdes longitudinais de évulos de Cassia. a. Ovulo com duas células, uma localizada no
polo micropilar e outra no polo calazal separadas por um grande vacuolo. b. Saco embrionario com
oito nucleos. ¢. Trés dos oito nicleos migram para o polo calazal formando as antipodas. d. Célula
binucleada na por¢do média do saco embrionario, denominando nucleos polares. No polo
micropilar se encontra trés nucleos sendo um se diferenciando em oosfera. e. E as duas restantes

sendo as sinérgides. an: antipodas, cc: célula central, n: nicleo, 0o: oosfera, si: sinérgides.
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