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RESUMO: Senna occidentalis (L.) Link, subarbusto pertencente a familia Fabaceae, conhecido popularmente
como fedegoso, ¢ uma espécie invasora com grande potencial biolégico para uso medicinal. Este estudo
objetivou avaliar o indice meidtico, viabilidade polinica e composicio citoquimica dos grios de pélen de S.
occidentalis. Botoes florais de 20 individuos de fedegoso foram coletados no municipio de Alta Floresta, MT. Os
corantes, carmim acético 2%, reativo de Alexander, lugol e sudan IV, foram utilizados para estimar o indice
meidtico (IM), a viabilidade polinica e a presenca de amido e lipideo como substancia de reserva. O IM atingiu
uma média de 93,5%, apresentado trfades como anormalidade mais frequente. A viabilidade polinica foi acima
de 94% para todos os corantes utilizados. A analise citoquimica por meio de testes colorimétricos permitiu
constatar o amido e o lipideo como material de reserva do grio de pélen de fedegoso. O alto IM indica
estabilidade meidtica sendo corroborado pela alta viabilidade polinica.

Palavras-chave: pdlen; testes colorimétricos; citoquimica.

Meiotic behavior and pollen viability of Senna occidentalis (L.) LINK

ABSTRACT: Senna occidentalis (L.) Link, a subshrub belonging to the Fabaceae family, populatly known as
fedegoso, is an invasive species with great biological potential for medicinal use. This study aimed to evaluate
the meiotic index, pollen viability and cytochemical composition of S. occidentalis pollen grains. Flower buds
from 20 fedegoso individuals were collected in Alta Floresta, MT. The dyes, 2% acetic carmine, Alexandet's
reagent, lugol and sudan IV, were used to estimate the meiotic index (MI), pollen viability and the presence of
starch and lipid as a reserve substance. MI reached an average of 93.5%, presenting triads as the most frequent
abnormality. Pollen viability was above 94% for all dyes used. The cytochemical analysis by means of
colorimetric tests allowed to verify the starch and the lipid as reserve material of the fedegoso pollen grain. The

high MI indicates meiotic stability being corroborated by the high pollen viability.

Keywords: pollen; colorimetric tests; cytochemistry.

1. INTRODUCAO

Senna occidentalis (I.) Link é uma espécie pertencente a
familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia
Caesalpinioideae, conhecida popularmente como fedegoso
(devido ao seu odor fétido), fedegoso-verdadeiro, mata-
pasto, sene, folha-de-pajé, fedegosa e café negro (LORENZI,
2002). Nativa das Américas, a espécie ¢ encontrada nos
territérios brasileiros (RODRIGUES et al., 2005).

A maior ocorréncia dessa espécie no Brasil se da nos
estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, devido a
existéncia de pastagens, terrenos baldios e solo de agricultura
(LORENZI, 2002). S. occidentalis é considerada como planta
daninha, pois invade areas de pastagem, pomares, terrenos
baldios ¢ margens de estradas (CANDIDO et al., 2010).

Apesar de ser tida como planta daninha, a espécie possui
importancia medicinal, por apresentar atividades anti-
inflamatéria, antioxidante e imunossupressora (ARYA et al.,
2013), podendo ser usada para curar diarréia, disenteria,
prisao de ventre, febre e doencas venéreas (SINGH et al,,
2020). Além disso os constituintes fitoquimicos presentes em
seus extratos, também desempenham um importante papel
no tratamento do diabetes mellitus (NDE et al., 2022).

A espécie apresenta-se como um subarbusto de caule
herbiaceo ou apenas lenhoso na base, suas folhas sdo
alternadas e de coloragio verde-escura, as flores sdo grandes
e amarelas, o fruto é do tipo vagem e contém muitas
sementes (RODRIGUES et al., 2005; LORENZI, 2002).

S. occidentalis possui um ciclo curto, de 6 a 9 meses,
podendo chegar a pouco mais de um ano em condicGes
ambientais favoraveis, com crescimento moderadamente
rapido propiciado por regides umidas e frias, florescendo no
periodo de setembro a outubro e frutificando entre fevereiro
e abril (KISSMANN e GROTH, 1999). A cor das flores do
género  Senna ¢é chamativa, atraindo abelhas coletoras
exclusivas de pdlen (GOTTSBERGER; GOTTSBERGER,
1988).

Os grios de poélen viaveis influenciam diretamente na
fertilizacago (CABRAL et al, 2013). Estudos sobre a
estabilidade meidtica podem complementar as analises de
viabilidade e permitem indicar o potencial de cruzamento da
planta (LOVE, 1949), uma vez que a elevada instabilidade
meidtica, associada as anormalidades genéticas e/ou
aberracoes cromossémicas, resultam na formacio de plantas
atfpicas, macho-estéreis ou incapazes de formar grios de
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pélen, diminuindo assim, a sementes
(POZZOBON et al., 2011).

A viabilidade polinica pode ser estimada com a aplicagao
de métodos colorimétricos, nos quais sao utilizados corantes
quimicos especificos que reagem com componentes celulares
presentes no grio de polen maduro. Entre os corantes mais
utilizados estdio o carmim acético 2% (PAGLIARINI;
POZZOBON, 2005 e o reativo de Alexander
(ALEXANDER, 1980). Estudos sobre a viabilidade polinica
podem fornecer informagdes basicas para aplicagio na
conservagao, planos e estudos de gestdo de ecossistemas e
populagdes (Costa et al., 2020).

Os métodos colorimétricos também sio utilizados para
determinar os componentes de reserva presentes nos graos
de polen. Esta analise ¢ chamada de citoquimica e geralmente
empregam-se os corantes lugol e sudan IV que coram amido
e lipideos, respectivamente (PAGLIARINI; POZZOBON,
2005). A citoquimica gera informagdes uteis para o
entendimento da ecologia e dispersio de uma espécie
(ZORTEA et al.,, 2022), uma vez que o amido e o lipideo
estdo relacionados a germinacio do grio de podlen e a
poliniza¢io (BAKER; BAKER, 1979; PACINI et al., 2000).

Devido a importancia medicinal da espécie e por estudos
relacionados aos aspectos reprodutivos serem incipientes, o
presente trabalho objetivou avaliar o indice meidtico, a
viabilidade polinica e a composi¢ao citoquimica de graos de
poélen de . occidentalis.

producio de

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Area de estudo

O presente trabalho foi realizado no municipio de Alta
Floresta (09° 02 29" a 11° 15” 45” S e 54° 44’ 55" a 58° 45’
10” W), Mato Grosso, Brasil, a 830 Km da capital do estado,
Cuiaba.

De acordo com a classificacdo de Alvares et al. (2013), o
clima da regido ¢ tropical chuvoso, com uma nitida estacao
seca (junho a setembro) e chuvosa (dezembro a margo), a
temperatura anual varia de 19,6 °C a 32,4 °C e os indices
pluviométricos podem chegar a 2.500 e 3.100 mm.

A vegetacio da regido ¢ classificada como floresta
ombrofila aberta e densa, floresta semidecidual e decidual
(LIRA, 2011; ZAPPI et al., 2011), no entanto, a area coletada
sofreu antropizacio devido a processos de urbanizacio.

2.2. Coleta dos botdes florais

Foram coletados aproximadamente 300 botdes florais,
em pré-antese de 20 individuos de S. occidentalis presentes no
perimetro urbano do municipio de Alta Floresta. Os botoes
florais foram armazenado em um unico recipiente (mix) e
fixados em solugdo de alcool absoluto: acido acético (3:1) por
24 horas, em seguida transferidos para dlcool 70% e mantidos
sob refrigeracdo a 4 °C, em Laboratério.

2.3. Indice meiético

O indice meidtico (IM) foi determinado em botdes florais
jovens por meio da observa¢io das células em pds-meiose.
Para tal, foram preparadas oito laminas utilizando a técnica
de esmagamento das anteras, descrita por Guerra e Souza
(2002), as quais foram coradas com carmim acético 2%, e
contabilizados 250 produtos poés-meidticos por lamina,
totalizando 2.000 produtos. As avaliacGes foram realizadas
pelo método de varredura em microscépio 6ptico binocular
com aumento de 400x.

Tétrades com quatro células do mesmo tamanho foram
consideradas normais e moénade, diade, trfade e poliade foram
considerados como produtos anormais. O indice meidtico foi
estimado pela equagdo 1, proposta por Love (1949):

Numero de tétrades normais

IM = x 100 1)

Numero de produtos pés-meidticos

2.4. Viabilidade polinica

Para a estimativa da viabilidade polinica, as anteras dos
botGes florais foram colocadas sobre as laminas para a
dispersdo dos polens usando a técnica de esmagamento
descrita por Guerra e Souza (2002). A coloragio do pdlen foi
realizada por meio dos corantes: carmim acético 2%
(PAGLIARINI; POZZOBON, 2005) e reativo de Alexander
(ALEXANDER, 1980). Para cada corante foram
confeccionadas oito laminas, contabilizando-se 250 células
por lamina, totalizando, portanto, 2.000 graos de pdlen por
corante.

As laminas coradas com o carmim acético 2%
apresentaram os graos de polen viaveis corados em vermelho
e os invidveis nao corados, devido este corante indicar a
integridade da cromatina que ocorre apenas em graos de
poélens viaveis (PAGLIARINI; POZZOBON, 2005). Nas
laminas coradas com o reativo de Alexander, graos de pélen
vidveis apresentaram protoplasma corado de purpura e a
parede celular de verde e os grios de pdlen inviaveis
apresentaram apenas coloragio verde, uma vez que nio
possufam protoplasma (ALEXANDER, 1980).

A observagdo dos grios de polen foi realizada pelo
método de varredura em microscopio éptico binocular com
aumento de 400x. A viabilidade polinica foi estimada por
meio do percentual de grios de pdlen viaveis obtidos pela
equagdo 2:

Numero de pdlens vidveis

VP =

x 100 (02)

Numero de pdlens contados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
e as médias significativas foram comparadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2013).

2.5. Composigio citoquimica do grio de polen

Para a analise dos componentes de reservas presentes nos
graos de polen, foi realizada a técnica citoquimica de acordo
com o protocolo de Baker; Baker (1979), que consiste em
submeter os grios de pélen a coloragio com Lugol e Sudan
IV, para identificar a presenca de amido e lipideo,
respectivamente.

O iodo presente no Lugol reage quimicamente com o
amido no grio de pélen fazendo com que estes apresentem
coloracio marrom escura, sendo chamados de amido
positivo, enquanto os graos de pélen que nao possuem amido
exibem coloragio amarela clara quase transparente e sdo
chamados de amido negativo (BAKER; BAKER, 1979;
PAGLIARINI; POZZOBON, 2005).

O Sudan IV reage com o lipideo, fazendo com que o grdo
de pélen exiba coloracido vermelha, sendo entdo chamado de
lipideo positivo, enquanto os grios de polens nio corados
sao chamados de lipideos negativos, pois ndo possuem esse
material de reserva (DAFNI, 1992). O preparo das laminas,
a observagdo e a contagem dos grios de poélen foram
realizadas conforme metodologia descrita anteriormente para
a viabilidade polinica.
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3. RESULTADOS

O indice meidtico obtido em botoes florais em pré-antese
de S. occidentalis variou de 90,8% a 98,4%, com média de
93,5%, observando-se a presenca de trfade e tétrade com
valores médios de 16 e 233,75, respectivamente (Tabela 1).

A anormalidade encontrada em S. ocidentalis foi a
presenca de trfades (Figura 1A), com porcentagem total de
6,5%. Ja as tétrades com quatro células do mesmo tamanho
foram consideradas normais (Figura 1 B).

Os corantes utilizados neste estudo foram capazes de
distinguir os polens vidveis dos invidveis para realizar a
estimativa da viabilidade polinica de S. occidentalis (Figura 2).

Tabela 1. Indice mei6tico (IM) em botdes florais em pré-antese de
Senna occidentalis coletados em Alta Floresta, MT.

Table 1. Meiotic index (MI) in pre-anthesis flower buds of Senna
occidentalis collected in Alta Floresta, MT.

Laminas Triade Tétrade IM (%)
1 23 227 90,8
2 16 234 93,6
3 22 228 91,2
4 15 235 94,0
5 22 228 91,2
6 21 229 91,6
7 7 243 97,2
8 4 246 98,4
Média 16 23375 93,5

Figura 1. Produtos pés-meidticos de Senna occidentalis. Triade (A) e
Tétrade (B). Barra: 50 um.

Figure 1. Post-meiotic products from Senna occidentalis. Triad (A)
and Tetrad (B). Bar: 50 um.
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Figura 2. Grios de pélen de Senna occidentalis corados com reativo de
Alexander (A) e carmim acético 2% (B). Seta continua: polens
vidveis; seta pontilhada: polens inviaveis. Barra: 50 pm.

Figure 2. Senna occidentalis pollen grains stained with Alexander
reagent (A), 2% acetic carmine (B). Solid arrow: viable pollens;
dotted arrow: nonviable pollens. Bar: 50 um.

O percentual médio de viabilidade polinica de .
occidentalis com o reativo de Alexander foi de 94,9% e com o
carmim acético 2% foi 95,9%. A analise citoquimica por meio
de testes colorimétricos permitiu constatar o amido e o
lipideo como material de reserva do grio de pdlen de S.
occidentalis. O lugol reagiu positivamente em 95,15% e o sudan
IV em 96,75% dos grios de polen analisados (Figura 3).

Nativa, Sinop, v. 11, n. 2, p. 292-296, 2023.

Figura 3. Grios de pélen de Senna occidentalis corados com Lugol (A),
seta continua: amido positivo; seta pontilhada: amido negativo.
Sudan IV (B), seta continua: lipideo positivo; seta pontilhada: lipideo
negativo. Barra: 50 pm.

Figure 3. Senna occidentalis pollen grains stained with Lugol (A),
continuous arrow: positive starch; dotted arrow: negative starch.
Sudan IV (B), continuous arrow: positive lipid; dotted arrow: lipid
negative. Bar: 50 pm.

4. DISCUSSAO

O indice meidtico de S. occidentalis apresentou média de
93,5%, o que ¢ considerado alto e indica regularidade
meibtica na espécie. Conforme Love (1949), as plantas sio
consideradas meioticamente estaveis quando atingem indices
meidticos superiores a 90%, pois quanto maior o indice
meibtico, mais regular é o processo de divisdo celular.

Resultados semelhantes ao deste trabalho foram obtidos
para Senna sylvestris e Senna multijuga, cujos indices meiéticos
apresentaram-se superior a 90%, revelando que espécies do
género  Semna tém comportamento meidtico regular
(BIONDO et al., 2005; FERREIRA, 2009).

A anormalidade encontrada foi a presenca de trfades que,
de acordo com Souza e Pereira (2011), essa anormalidade esta
associada com a divisdo assincronica e com a desorientacio
das fibras do fuso, entre outras irregularidades que podem
ocorrer durante a divisio meidtica.

S. occidentalis apresentou regularidade meidtica, que esta
relacionada com a fertilidade da planta, uma vez que as
células reprodutivas sdo formadas durante a meiose
(TECHIO et al., 2007). E durante a microsporogénese ¢ a
microgametogénese (HORNER; PALMER, 1995) que a
célula-mae do grio de pélen ou microspordceito passa pela
meiose e apds a citocinese origina quatro grios de pdlen
(RODRIGUES et al., 2004).

O reflexo da regularidade meiética pode ser observado na
viabilidade polinica, que para S. occidentalis apresentou um
percentual acima de 90%. Esse percentual é considerado alto,
pois conforme Souza et al. (2002), a viabilidade polinica de
uma espécie pode ser considerada alta se os percentuais
forem acima de 70%. Esse resultado ¢é similar ao encontrado
por Torres (2009) em Senna multijuga, onde o percentual de
viabilidade dos graos de pdlen foi superior a 90% utilizando
0 mesmo teste colorimétrico.

Ambos os corantes utilizados neste trabalho sdo
indicados para avaliar a viabilidade polinica de . occidentalis.
A viabilidade polinica é um pardmetro importante, pois
evidencia o potencial masculino de reproducio da espécie e
pode auxiliar em estudos taxonémicos, ecoldgicos, genéticos
e palinolégicos, por fornecer informages como
monitoramento do grao de pdlen, garantindo a fecundacio e
possibilitando cruzamentos entre gendtipos de potencial
econbémico com floracdo em diferentes épocas, contribuindo
para  conservacdo  genética (ALEXANDER, 1969;
FRESCURA et al., 2012).
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A analise citoquimica evidenciou a presenca de amido e
lipideo como substincia reserva do grio de pdlen de S.
occidentalis. O amido é uma substancia de reserva de grande
importancia para a manutencdo da viabilidade do grio de
pélen, uma vez que ele é convertido em glicose, frutose,
sacarose e pectinas, que aumentam a sua resisténcia em
ambientes hostis (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2003;
PACINI et al,, 2006). Ja o lipideo tem como caracteristica
manter os grios de poélens unidos ao estigma, protegendo
contra a perda de agua (PACINI; HESSE, 2005). Segundo
Baker; Baker (1979), as espécies que possuem os grios de
pélen com lipideos, geralmente tém como agentes
polinizadores abelhas e moscas.

Ao investigarem a biologia reprodutiva de . obtusifolia e
8. occidentalis, Teixeira et al. (2016), observaram como
visitantes florais abelhas, vespas, formigas e moscas, sendo as
espécies de abelhas as principais polinizadoras. E possivel
que S. occidentalis siga o mesmo padrao de polinizadores destas
espécies, devido a caracteristica citoquimica do seu grao de
poélen, no entanto, trabalhos de biologia floral podem gerar
melhores respostas a respeito desse aspecto da espécie.

5. CONCLUSOES

O alto indice meidtico para a espécie Senna occidentalis
indica estabilidade mei6tica, que também estd refletida na alta
viabilidade polinica, permitindo considerar os gendtipos
estudados como organismos citologicamente estaveis.

O pélen da espécie apresenta amido e lipideo como
material de reserva, evidenciando que a mesma possui
estratégias para a manutenc¢ao da viabilidade e para a adesio
dos grios de polen ao tubo polinico, respectivamente.

Todos os corantes utilizados foram eficientes para
realizar as analises descritas no presente estudo, para espécie
Senna  occidentalis e podem ser aplicados em estudos
posteriores.
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