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Caracterizagao citogenética para identificagao dos niveis de ploidia em cinco
espécies do género Mentha L.
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RESUMO: Neste trabalho foi feita a caracterizagao citogenética da: microsporogénese,
tétrades, estimativa da viabilidade do pdélen pelo método de coloracdo e contagem do numero
maximo de nucléolos por célula interfasica, para identificagdo dos niveis de ploidia, em cinco
espécies do género Mentha L. Foram coletadas inflorescéncias em 30 plantas de cada espécie,
em duas floragdes sucessivas, nos anos 2006 e 2007. As inflorescéncias foram tratadas em
etanol-acido acético (3:1), em temperatura ambiente durante seis horas, transferidas para
alcool 70% (v/v) e conservadas em geladeira até analise. Nas analises da microsporogénese,
tétrades e polen o corante usado foi carmin propiénico 2% e na identificagédo dos nucléolos
nitrato de prata (AgNO,). Os resultados demonstraram que as cinco espécies séo polipléides.
M. crispa heptaploide (2n=7x=84) com 11 nucléolos, M. spicata tetrapldide (2n=4x=48) com
8 nucléolos, M.x gentilis pentapléide (2n=5x=60) com 12 nucleodlos, M. piperita e M.x piperita
ambas hexaploéides (2n=6x=72) com 8 e 9 nucléolos respectivamente. M. spicata e M. crispa
mantiveram as mais altas porcentagens de células normais na microsporogénese, na formagao
de tétrades e na estimativa da viabilidade do pdlen por colorac&o, sugerindo maior estabilidade
meidtica quando comparados aos demais polipldides estudados.
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ABSTRACT: Citogenetic characterization to determination of ploidy level on five Mentha
L. species . The cytogenetic characterization of five species of Mentha L. genus, including
the data: regularity of microsporogenesis and tetrads, and polen viability, using the coloration
method and the counting of the maximum number of nucleolus by interphasic cell were carried
out in this study to identify the ploid levels. These analyses were performed from inflorescences
collected in 30 plants of each species, during two successive florations in 2006 and 2007.
Inflorescences were treated in 3:1 ethanol:acetic acid mixture at room temperature during six
hours, then transferred to 70%(v/v) ethanol solution and refrigerated until the analysis. For
microsporogenis, tetrad and pollen analysis, we used carmine propionic 2% (m/v) and for
nucleolus identification, we used AgNO, solution. It was possible to observe that all five species
were polyploids. M. crispa heptaploid (2n=7x=84) with 11 nucleolus, M. spicata tetraploid
(2n=4x=48) with 8 nucleolus, M. x gentilis pentaploid (2n=5x=60) with 12 nucleolus, M. piperita
and M. x piperita both hexaploid (2n=6x=72) with 8 and 9 nucleolus respectively. M. spicata
and M. crispa kept the highest percentual values of normal cells in microsporogenesis as well
as in tetrads formation and pollen viability, suggesting a higher meiotic stability when compared
to the other polyploids studied.
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INTRODUGAO

O género Mentha pertence a familia
Lamiaceae, com aproximadamente 25 espécies
conhecidas vulgarmente por hortelas. S&o originarias
da Europa e Asia, tendo sido introduzidas no Brasil
na época do descobrimento. O género Mentha é
taxonomicamente complexo devido a existéncia de
plasticidade fenotipica e a variabilidade genética
(Halliday & Beadle, 1972; Dorman et al. 2003). As
espécies possuem grande facilidade de hibridizagao,
0 que gera problemas de identificagédo, por
apresentarem caracteristicas muito semelhantes.

Agenética, através de técnicas citogenéticas,
busca informagbes diretamente relacionadas a
ontogenia e filogenia dos seres vivos, usando como
alvo principal os cromossomos, que constituem o
préprio material genético em agéo e transformacao.
Gobert et al. (2002), na tentativa de estabelecer uma
filogenia de cinco espécies e trés hibridos do género
Mentha reunidos em 62 acessos, provenientes de
diferentes regides geograficas, fizeram analises
citogenéticas, moleculares e morfolégicas e
propuseram que no género Mentha o nimero basico
de cromossomos seja, provavelmente, n=x=12
e que, deste numero, se originaram os diploides
M. suaveolens e M. longifolia com 2n=2x=24
cromossomos. Estas duas espécies teriam sido
as ancestrais das demais espécies com varios
polipléides (triploides, tetrapldides, pentaploides,
hexaploides e octoploides), por hibridagao entre
espécies ou por sucessivas poliploidizagdes. Em
algumas espécies foram encontrados citotipos,
como em M. arvensis, onde ha um citotipo com
2n=72 e outro com 2n=96 cromossomos. A M.
arvensis se hibridiza com todas as outras espécies
da segao, originando novos hibridos. Por exemplo,
da M. arvensis (2n=72) X M. spicata (2n=48) resultou
o pentaploide M. gracilis (2n=5x=60). Khanuja et
al. (2000) utilizaram marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) para determinar
padrdes de similaridade genética entre M. arvensis,
M. spicata, M. spicata cv. viridis, M. piperita, M.
piperita cv. citrata, M. gracilis cv. cardiaca. Padrdes
unicos foram observados para cada uma das seis
espécies de Mentha, indicando que marcadores
RAPD podem ser usados para diferenciagéo das
espécies.

Fatores importantes que influenciam
no comportamento destas espécies devem ser
levados em consideragéo, tais como: genético,
caracteristicas ambientais e ecologicas, praticas
agrondmicas e condig¢des edafoclimaticas. Algumas
das espécies produzem pouca ou nenhuma
semente, as que produzem geralmente sao estéreis.
Desse modo, a multiplicagdo dessas espécies se
faz via parte vegetativa: estolées, ramos e mudas
(Battistin et al. 2011).
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Outro parametro genético que auxilia
na diferenciacdo das espécies sdo os nucléolos,
componentes celulares onde o DNA transcreve
RNAr que por sua vez, esta diretamente relacionado
com a sintese de proteinas. Nestas regides os
genes transcricionais estdo ativos, caracterizando
cada uma das espécies, porém podem ocorrer
sitios nado ativos/silenciosos, principalmente
em espécies hibridas, que ndo sao detectados
pela técnica AgQNOR, necessitando aplicagao da
técnica de rDNA-FISH. O numero e o tamanho dos
nucléolos, geralmente indicam a quantidade de
genes ribossomais ativos (Lovatto & Battistin, 1997;
Battistin ef al. 1999; Sumner, 2003).

Neste trabalho foi feita a caracterizacao
citogenética: das regularidades da microsporogénese,
das tétrades de micrésporos, estimativa indireta da
viabilidade do pdlen pelo método de coloragéo e
contagem do numero maximo de nucléolos por
célula interfasica com o objetivo de identificar os
diferentes niveis de ploidia das espécies: Mentha
crispa L. S.F. Smith, Mentha spicata L. S.F. Smith,
Mentha x gentilis L. S.F. Smith, Mentha piperita L. e
Mentha x piperita L. R. Morales Valverde.

MATERIAL E METODOS

As mudas foram adquiridas de produtor
estabelecido no municipio de Harmonia/RS/BR, com
0s nomes vulgares de: menta crespa, menta folha
estreita, menta levante, menta piperita e hortela.
Trinta plantas de cada espécie foram cultivadas na
Estacdo Experimental Eldorado-do-Sul-FEPAGRO
(Fundagao Estadual de Pesquisa Agropecuaria) RS/
BR. Pelo fato das espécies apresentarem poucas
sementes e a maioria estéreis, a multiplicagao foi
feita via parte vegetativa — estoldes (Battistin et al.
2011). A identificagdo botanica foi registrada nos
herbarios: HUCS — Herbario Universidade Caxias
do Sul e BLA-Brazilian Laboratory of Agrostology
- FEPAGRO-Fundacédo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria/RS. No registro constam as espécies
com os respectivos niumeros de identificacao:
Mentha crispa L. S.F. Smith HUCS-26629; BLA-
17254; Mentha spicata L. S.F. Smith HUCS 26628;
Mentha x gentilis L. S.F. Smith HUCS-26627; Mentha
piperita L. HUCS 26627 e BLA-17255; Mentha
X piperita L. R. Morales Valverde HUCS-27666
(Battistin et al, 2011).

Para caracterizacédo citogenética, foram
coletadas 30 inflorescéncias (uma em cada planta)
em cada espécie, em duas floragbes sucessivas,
nos anos 2006 e 2007, fixadas em etanol-acido
acético (3:1), mantidas em temperatura ambiente
durante seis horas, transferidas para alcool 70%
(v/v) e conservadas em geladeira até analise. Na
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observagao das fases da microsporogénese, das 30
inflorescéncias de cada ano, foram escolhidos, ao
acaso, 10 botdes florais com células em meiose, 6
botdes florais com células na fase de tétrades, e 7
botdes florais com células na fase de pdlen.

Cada botao floral foi esmagado no corante
carmin propiénico 2% (m/v). Os dados obtidos
das fases da meiose com os cromossomos em
associagao e disjungdo na meiose | e Il foram
expressos em porcentagem entre anos dentro de
cada espécie. Uma tétrade foi considerada normal
quando, no final da meiose, o quarteto era formado
de quatro micrésporos iguais. Foi usado o corante
carmin propidnico para inferir, de forma indireta,
a viabilidade dos grdos de pdlen, mediante a
coloracgdo. A viabilidade do pdlen foi determinada
pelo tamanho e uniformidade de coloragdo do
protoplasma. As porcentagens dos dados da
normalidade das tétrades e viabilidade do pdlen
foram analisadas em cada floragao e entre floragdes
em cada espécie pelo teste Tukey (nivel 5%).

Em 120 células interfasicas, foi feita a
contagem do numero maximo de nucléolos por
nucleo, usando-os como parametro diferencial
entre as espécies. Os nucléolos foram corados

e identificados com AgNO, (nitrato de prata) 50%
(m/v).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas analises da microsporogénese, nas
cinco espécies, as células em divisdo apresentaram
uma porcentagem de normalidade compreendida
entre 52,66% e 100% na meiose | e Il nas fases de
associagao e disjungdo dos cromossomos. Com
excegao de M. piperita, e M. x piperita nos demais
polipldides a porcentagem de células normais em
associagao - diacinese e metafase | - foi menor no
segundo ano, quando comparado com a produgao
no primeiro ano. Na disjun¢gdo dos cromossomos
anafase e teléfase |, Mentha spicata foi a unica
espécie que manteve 100% células normais nas
duas floragdes. Na disjungao - anafase e telofase
Il — M. spicata manteve 100% de células normais
na primeira floracdo e M. piperita manteve maior
numero de células normais (100%) na segunda
floracdo, nas demais espécies a porcentagem
diminuiu no segundo ano (Tabela 1).

M. crispa apresentou em diacinese 42
cromossomos pareados, portanto o numero total

TABELA 1. Analise da microsporogénese de: Mentha crispa, Mentha spicata, Mentha x gentilis, Mentha piperita
e Mentha x piperita, em duas floragdes sucessivas, anos 2006 — 2007.

Meiose | Meiose Il
Associagao Disjuncao Associagéo Disjungao
Diacinese e Anafase e . Anafase e telofase
N° de . . Metafase |l
metafase | telofase | I
Espécie Floragdo amostras NN % NN % NN % N N* %
123(2006) 10 248 09 96,49 205 32 8390 56 02 9643 123 11 92,17
Mentha crispa L.
23(2007) 10 203 25 91,37 215 14 9432 36 03 9528 52 12 85,48
12(2006) 10 206 11 9592 33 00 100 249 05 96,25 42 00 100
Mentha spicata L.
23(2007) 10 125 24 86,00 37 00 100 336 20 94,71 179 13 92,32
18(2006) 10 249 05 96,25 336 20 94,71 42 00 100 179 13 92,32
Mentha x gentilis L.
23(2007) 10 143 27 82,34 61 22 7830 27 05 6263 42 14 77,16
18(2006) 10 365 44 87,38 184 07 96,36 27 02 96,43 60 09 8847
Mentha piperita L.
23(2007) 10 286 08 96,23 484 16 97,94 58 02 97,83 93 00 100
18(2006) 10 207 65 71,80 791 60 93,20 40 00 100 63 40 60,48
Mentha x piperita L.
23(2007) 10 274 92 75,12 210 41 8291 40 00 100 77 63 52,66

N*=N°. de células normais. N** = N°. de células com anormalidades.

% de células normais.
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de cromossomos € 84 (Figura 1A e Tabela 2). O
mesmo numero foi sugerido por Harley & Brighton
(1977). Morton (1956) fez uma criteriosa contagem
e identificagdo do numero de cromossomos de
polipléides e hibridos do género Mentha, baseado no
material coletado em varias regides da Gra-Bretanha.
Concluiu que M. crispa, pode ser uma variedade de
M. aquatica ou um hibrido entre variedades de
M. spicata ou, ainda, hibrido entre M. spicata e
M. rotundifolia. Segundo Dimech et al. (2006), M.
crispa € um hibrido originario de M. spicata (2n=48)
e M. suaveolens (2n=24). Os mesmos autores
afirmaram que M. crispa, € conhecida popularmente
como hortela-de-folha-miuda. Pelos resultados
encontrados no nosso trabalho, admitimos que
M. crispa € um heptapldéide com 2n=7x=84
cromossomos (Tabela 2), que provavelmente se
originou por alopoliploidia tendo seus genitores n=12
cromossomos. Foram encontrados cromossomos
univalentes na diacinese e metafase | que se
comportaram como retardatarios na anafase |, e
algumas células com um cromossomo retardatario
na anafase Il (Tabela 1). Nas duas floragbes as
células em microsporogénese mantiveram uma
normalidade acima de 83%, tétrades normais acima
de 65% (Tabela 3) e pdlen considerado normal acima
de 92% (Tabela 4). O niumero maximo de nucléolos
encontrado em cada célula interfasica foi 11 (Figura
1B e Tabela 2), sugerindo 11 regides organizadoras
nucleolares expressando seus genes ribossomais
ativos, situados nas constricbes secundarias.

M. spicata possui 48 cromossomos,
sendo visualizados 24 em cada pdlo na telofase
I (Figura 1C e Tabela 2). Para Tucker, (1992),
M. spicata € um tetrapldide natural (2n=4x=48),
porém para Gobert et al. (2002), M. spicata € um
hibrido entre M. suaveolens (2n=24) e M. longifélia
(2n=24 ou 48); no mesmo trabalho, os autores
admitem a existéncia de grande variabilidade dentro
da M. spicata, e através de estudos citoldgicos
constataram a existéncia de dois citotipos entre os
hibridos: um grupo tripléide com 2n=36 e outro grupo
tetrapléide com 2n=48 cromossomos. Nosso trabalho
confirma ser uma espécie tetrapldide (2n=4x=48).
Este tetrapldide provavelmente se originou por
autopoliploidia, ou seja, pela multiplicagdo de um
conjunto cromossémico basico (n=12), tendo acima
de 86% de células normais em diacinese e metafase
I; 100% normais em anafase e teléfase |; e, acima
de 92% normais em anafase e teléfase Il (Tabela 1).
Irregularidades encontradas na microsporogénese
neste tetrapléide foram um/dois cromossomos
fora da placa equatorial nas metafases | e Il e
poucas células com um cromossomo retardatario
na disjuncao: anafase e teléfase Il na segunda
floragdo. Foram observadas acima de 88% de
tétrades normais (Tabela 3) nos dois anos de
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floragdo. Quanto a viabilidade do pdlen (Tabela 4)
ocorreu uma diferenga significativa entre os dois
anos de produgao sendo de 88,48% a viabilidade no
primeiro ano, mostrando superioridade no segundo
ano 96,18%. Estas diferengas provavelmente podem
ser atribuidas a fatores ambientais influenciando
sobre os gendtipos. O numero maximo de nucléolos
em cada célula interfasica ¢ igual a oito (Figura 1D
e Tabela 2), indicando oito regides organizadores
nucleolares (NORs) com os genes ribossomais
ativos.

Mentha x gentilis apresentou 30
cromossomos pareados na diacinese da meiose
(Figura 1E e Tabela 2), possuindo um total de 60
cromossomos nas células somaticas. O numero
proposto por Harley & Brighton (1977), foi de 84
cromossomos, sendo um hibrido de M. arvensis
(2n=6x=72) com M. spicata (2n=4x=48), originario
da Inglaterra. Enquanto que para Gobert et al.
(2002) é um hibrido de M. arvensis (2n=72) com M.
spicata (2n=36). No nosso trabalho constatamos que
Mentha x gentilis € um pentapldide com 2n=5x=60
(Tabela 2). Sua origem ainda nao esta esclarecida,
mas como os resultados mostraram acentuadas
irregularidades nas fases da meiose, baixa formacao
de tétrades e de pdlen normal, estes dados sugerem
que o polipléide se originou por alopoliploidia e
provavelmente seus genitores possuem n=12
cromossomos. A porcentagem de células normais
em todas as fases da microsporogénese (Tabela 1)
foi superior no primeiro ano, caindo drasticamente
no segundo ano. Das irregularidades encontradas
predominaram cromossomos univalentes na
diacinese e metafase |, células com um ou dois
cromossomos retardatarios em anafase/teléfase |
e ll, algumas células com um/dois cromossomos
fora da placa equatorial na metafase Il no segundo
ano. A porcentagem de tétrades anormais (Tabela
3) foi superior a porcentagem de tétrades normais
tanto no primeiro como no segundo ano de floragao.
A viabilidade do pdlen (Tabela 4) no primeiro ano
foi 77,47%, caindo drasticamente no segundo ano
atingindo uma porcentagem de 27,18%. O ndmero
maximo de nucléolos por célula interfasica foi
12 (Figura 1F e Tabela 2), indicando 12 regides
organizadoras nucleolares expressando seus genes
ribossomais ativos.

Na Mentha piperita foram visualizados 36
cromossomos pareados em diacinese da meiose
(Figura 1G e Tabela 2) indicando que em cada célula
somatica ha 72 cromossomos (Tabela 2), sendo
um hexapldéide (2n=6x=72). O mesmo numero foi
proposto por Krasnyanski et al. (1998). Ja para
Morton (1956), M. piperita com 72 cromossomos
surgiu do cruzamento entre M. spicata com 48
cromossomos e M. aquatica com 96 cromossomos.
Segundo Stasi et al. (2002) esta espécie, originaria
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da Inglaterra, € um hibrido entre M. viridis e M.
aquatica, enquanto que Glotov (1940) propés
ser um tripldide (2n=3x=64) que em condi¢bes
naturais € estéril. Na microsporogénese (Tabela
1), tanto nas fases de associagdo como nas fases
de disjungdo a porcentagem de células normais
ficou entre 87,38% a 100%. Embora as fases da
microsporogénese, ocorreram de uma forma normal,
isto ndo aconteceu na formacgao das tétrades (Tabela
3) onde a normalidade caiu drasticamente nos
dois anos consecutivos, sendo 7,19% no primeiro
ano e 15,62% no segundo ano. Isto refletiu numa
diminui¢ado na porcentagem de viabilidade de pdlen
que foi apenas 67,50% no primeiro ano e 75,30%
no segundo ano (Tabela 4). Esta discrepancia de
dados sugere a existéncia de genes especificos
letais, e/ou fortemente influenciados pelo meio
ambiente que se manifestam no final da meiose,
ou seja no momento da formagéo de tétrades. O
numero maximo de nucléolos por nucleo em células
interfasicas foi oito (Figura 1H e Tabela 2), sugerindo
oito regides organizadoras nucleolares, situadas nas
constrigdes secundarias, expressando seus genes
ribossomais ativos.

Nas analises da meiose constatamos que
Mentha x piperita, tem 2n=72 cromossomos (Tabela
2), contendo nas células normais em diacinese 36
pares de cromossomos (Figura 11). Tucker (1992) e
Simdes et al (1998) levantaram a hipotese de que M.
X piperita L., poderia ser um tetraploide (2n=4x=72)
que surgiu naturalmente pela hibridizagdo entre
M. aquatica L. (2n=96) e M. spicata (2n=48), por
ser uma espécie estéril cuja multiplicagdo ocorre
vegetativamente. Para Gobert et al. (2002) do
cruzamento entre M. aquatica L. (2n=96) e M.
spicata (2n=48) surgiram 2 ecotipos diferentes: M.
X piperita com 2n=66 e M. x piperita com 2n=72
cromossomos. Para Asmar et al (2011), a hortela-
pimenta € um hibrido triplo, Mentha x piperita. Sendo
0 numero basico do género n=12 cromossomos,
pelos dados obtidos no nosso trabalho Mentha x
piperita € um hexapldide (2n=6x=72). Provavelmente

originou-se por alopoliploidia do cruzamento entre
M. aquatica (2n=96) x M. spicata (2n=48), ambos
genitores com n=12 cromossomos. E uma espécie
considerada estéril pelo fato de formar muito poucas
sementes. Nas fases de disjungao anafase/telofase
| a porcentagem de células normais foi de 93,20%
na primeira floragao e 82,91% na segunda floragéo,
enquanto que na anafase/teléfase Il ocorreu uma
drastica diminuicado de células normais em 60,48%
na primeira floragdo com diminui¢cdo ainda maior
na segunda floragdo 52,66%. No saldo final do
processo meidtico, tanto na primeira como na
segunda floragéo, a porcentagem de células normais
em Mentha x piperita foi a mais baixa quando
comparada com as demais espécies estudadas,
com apenas 52,66% na segunda floragéo, indicando
uma perda de normalidade de 47,34% de células
durante a divisdo celular (Tabela 1). Ocorreram
diferencas significativas na produgéo de tétrades
normais e anormais (Tabela 3) nas duas floragdes,
predominando as anormalidades, sendo que na
segunda floragado foi alcangada a porcentagem
mais alta 69,72%. Na formagao do pdlen, nos
dados analisados estatisticamente n&o foi detectada
diferenca significativa entre as duas floragbes que
mantiveram 67,90% e 67,50%, respectivamente.

Foram observados no méaximo nove
nucléolos por nucleo em células interfasicas
(Figura 1J e Tabela 2), sugerindo nove regides
organizadoras nucleolares expressando seus genes
ribossomais ativos.

As anormalidades encontradas no
desenvolvimento da meiose nos cinco polipldides
foram: falta de pareamento de alguns cromossomos
na diacinese formando univalentes, cromossomos
fora da placa equatorial na metafase | e Il,
cromossomos retardatario nas anafases | e Il. Estas
anormalidades provavelmente sao decorrentes da
falta de homologia de alguns cromossomos, pelo
fato das espécies em questdo serem polipldides.
As discrepancias, na ocorréncia de anormalidades
na microsporogénese, entre as cinco espécies

TABELA 2. Niveis de ploidia e numero maximo de nucléolos em células interfasicas de M. crispa,

M. spicata, M. x gentilis, M. piperita € M. x piperita.

Haploidia Diploidia N° maximo nucléolos/
Espécie Poliploidia ] ) o
) 2n) célula interfasica
Mentha crispa L. S.F. Smith 42 84 2n=7x=84 11
Mentha spicata L. S.F. Smith 24 48 2n =4x =48 08
Mentha x gentilis L. S.F. Smith 30 60 2n =5x =60 12
Mentha piperita L. 36 72 2n=6x=72 08
Mentha x piperita L. R. M.Valverde 36 72 2n=6x=72 09
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em questdo, € um indicativo de serem poliploides
de origens diferentes: a) autopolipldides -
individuos que apresentam numero multiplo exato
do genoma caracteristico da espécie: Mentha
spicata (tetraploide); b) alopolipldides - individuos
originados da combinag¢do de genomas diferentes:
Mentha piperita e Mentha x piperita (hexaploides),
Mentha crispa (heptaploide) e Mentha x gentilis
(pentapldéide).

Em relacdo a quantidade de tétrades
normais (Figura 2A) e anormais, M. crispa e M.
spicata mantiveram suas porcentagens equilibradas
nas duas floragdes, ndo havendo diferengas
significativas dentro de cada espécie entre as
floragdes. Entretanto, ocorreram diferencas
significativas entre normais e anormais, prevalecendo
maior porcentagem de normalidades, sendo a
mais alta observada na M. spicata (91,60%). Nos
demais poliploides: M. piperita, M. x gentilis e
M. x piperita nas duas floragcbes, dentro de cada
polipldide verificaram-se diferencas significativas
nas médias das porcentagens (Tabela 3), tanto para
as normais como para as anormais, prevalecendo
maior porcentagem de anormais, sendo a mais
alta encontrada na M. piperita com 92,81% na
primeira floragdo. Entre as anormalidades foram
encontradas: hexiades, pentiades, triades e diades,
(Figuras. 2B, 2C, 2D, 2E).

Nas colunas letras minusculas diferentes
dentro da espécie indicam diferenca significativa
entre floragdes dentro da espécie. Nas linhas Letras
maiusculas diferentes dentro da espécie indicam
diferenca significativa em cada espécie, em cada
floragéao (Tukey, nivel 5%).

Quanto a estimativa indireta da viabilidade
do polen (Tabela 4), M. spicata e M. crispa também
apresentaram as mais altas porcentagens, acima
de 88%, sobressaindo-se M. spicata (96,18%) na
segunda floragdo. Os demais polipléides também
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mantiveram mais altas porcentagens significativas
de pdlen normal, com excecao de M. x gentilis
gue na segunda floragao a normalidade caiu
drasticamente (27,18%).

M. piperita, M. x gentilis e M. x piperita foram
as espécies que tiveram maiores instabilidades
meidticas, conseqientemente refletindo menores
porcentagens de tétrades normais (Figura 2A) e
viabilidade polinica. (Figuras 2F, 2G).

O género Mentha L. na domesticagao de
plantas, é considerado antigo, pelo fato de existirem
relatos do uso de suas plantas desde a antiguidade
pelos egipcios, hebreus, gregos e medievais para
fins medicinais, aromaticos e condimentares. Diante
dos resultados obtidos neste trabalho, constatamos
que as cinco espécies sao polipldides com diferentes
niveis de ploidias. Pelo fato de serem plantas
polipldides, consideraveis anormalidades ocorrem
durante a meiose, levando a formagao de gametas
com um numero de cromossomos nao balanceado,
tornando-os inviaveis. Provavelmente devem ocorrer
irregularidades também na macrosporogénese, nos
cinco polipldides em questéo justificando a baixa
producao de sementes sendo a maioria estéril
e inviavel. A estratégia usada nestas espécies
para manutencdo de sucessivas geragoes é a
reprodugao vegetativa. Sugerimos que o tetraploide
M. spicata e o heptapldide M. crispa, possuem
maior adaptabilidade (genética/ambiental), quando
comparados aos demais poliploides estudados,
pelo fato de apresentarem porcentagens mais altas
de células normais e manterem uma estabilidade
constante na microsporogénese, nas tétrades e na
estimativa da viabilidade do pdlen, nos dois anos
consecutivos analisados.

Nossos dados sugerem também que
dentro do género Mentha, a poliploidizagédo deve
ter sido um evento muito forte na formagéao das
espécies, originando varios tipos de poliploides:

TABELA 3. Tétrades normais e anormais de: M. crispa, M. spicata, M. x gentilis, M. piperita e M. x piperita. 1a

e 2a floragdo. Anos 2006 e 2007.

Tétrades
Espécies Floracao N° de Amostras Normais  Anormais Total % normais % anormais
. 18(2006) 6 438 249 687 65,4624 34,5438
M. crispa L.
23(2007) 6 484 264 748 66,6024 33,4028
. 13(2006) 6 356 31 387 91,6024 8,408
M. spicata L.
23(2007) 6 703 92 795 88,6724 11,3328
o 13(2006) 6 96 1.240 1.341 7,19°8 92,8104
M. piperita L.
23(2007) 6 230 1.213 1.443 15,6234 84,3828
. 18(2006) 6 359 638 997 35,9008 64,104
M. x gentilis L.
23(2007) 6 263 287 550 46,2128 53,7924
o 18(2006) 6 239 369 662 43,7428 56,26°4
M. x piperita L.
23(2007) 6 127 361 488 30,2808 69,7234
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TABELA 4. Pdlen viavel e inviavel de: M. crispa, M. spicata, M. x gentilis, M. piperita e M. x piperita.1® e 22
floragéo. Anos 2006 e 2007.

Pdlen
Espécies Floracao N° de Amostras Viavel Inviavel Total % Viavel % Inviavel
. 12(2006) 7 2.560 168 2.728 93,7434 6,2628
M. crispa L.
23(2007) 7 2.585 217 2.802 92,4634 7,5428
. 18(2006) 7 1.024 111 1.135 88,48°4 11,5228
M. spicata L.
23(2007) 7 3.229 132 3.361 96,1824 3,82°8
o 18(2006) 7 3.847 1.980 5.827 67,5024 32,5028
M. piperita L.
23(2007) 7 4.059 1.220 5.279 75,3024 24,7028
. 12(2006) 7 2.292 745 3.037 77,4734 22,538
M. x gentilis L.
23(2007) 7 1.190 3.139 4.329 27,18°8 72,8234
o 12(2006) 7 4187 1.912 6.099 67,9024 32,1028
M. x piperita L.
23(2007) 7 4.470 2.209 6.679 67,5024 32.502B

Nas colunas letras minusculas diferentes dentro da espécie indicam diferenca significativa entre floragdes dentro da espécie. Nas linhas
Letras maiusculas diferentes dentro da espécie indicam diferenga significativa em cada espécie, em cada floragéo (Tukey, nivel 5%).

C D
alt
. HILH
-® o o
L .":‘b
L)
10pm
F e
T e “es
®
(] ..
B
104m = 10um
H I J \
L 3
[ ] L]
¥ 0 @
- A Sty ¢
'l o : L 4
- Ty . L
‘e ' 5 .0!
Sy é
10pm 10pm 10pm

FIGURA 1. Microsporogénese e niumero maximo de nucléolos por célula em polipléides de Mentha. (A-B) M.
crispa: diacinese 42 bivalentes(ll) e 11 nucléolos; (C — D) M. spicata: tel6fase | 24 bivalentes(ll) e 8 nucléolos;
(E = F) M. x gentilis: diacinese 30 bivalentes(ll) e 12 nucléolos; (G — H) M. piperita: diacinese 36 bivalentes (lI)
e 8 nucléolos; (I — J) M. x piperita: diacinese 36 bivalentes (1) e 9 nucléolos.
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FIGURA 2. Irregularidades na formacéo de tétrades e pdlen. A)Tétrade normal; B Hexiade; C) Pentiade; D)

Triade; E) Diade; F) Pdlen viavel; G) Pdlen inviavel.
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