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Numero cromossémico, analise meidtica e estimativa da viabilidade polinica em
populacdes de Hyptis mutabilis (Rich.) Brig.
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RESUMO: Hyptis mutabilis € uma espécie medicinal da familia Lamiaceae que possui importante
valor fitoterapico. N&o ha registros sobre estudos cromossémicos e comportamento meiético
nessa espécie em populacdes na regido sul do Brasil. Cromossomos mitéticos, comportamento
meidtico e viabilidade polinica foram estudados em popula¢c®es de H. mutabilis do estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, usando coloracdo com orceina acética 2%. As populacdes apresentaram
namero cromossémico 2n = 28, sendo em algumas células encontrado 2n = 26 e 32 cromossomos,
indicando a ocorréncia de polissomatia. Ocorreram irregularidades no pareamento com associacdes
univalentes, trivalentes, e tetravalentes, bem como presenca de retardatarios durante a disjuncao.
No entanto, os valores do indice meiético e estimativa da viabilidade polinica foram altos, 71.19 a
92.34% e 83.25 a 96%, respectivamente.

Palavras-chave: citogenética, microsporogénese, planta medicinal

ABSTRACT: Number of chromosomes, microsporogenesis and pollen viability in
populations of Hyptis mutabilis (Rich.) Briq . Hyptis mutabilis is a medicinal species from the
Lamiaceae family, with an important phytotherapeutic value. There are no reports neither on
chromosomal studies nor meiotic behavior from the Brazilian South with regard to this plant.
Mitotic chromosomes, meiotic behavior, and pollen viability were studied in 05 populations of H.
mutabilis from Rio Grande do Sul State, Brazil, using staining with acetic orcein 2%. The populations
presented chromosome number 2n = 28, being that in some cells was found 2n = 26 and 32
chromosomes, indicating occurrence of polissomaty. Occurred irregularities on univalent, trivalent,
and tetravalent pairing associations, as well as presence of lagging during the disjunction. However,
the mitotic index and pollen viability estimative values were high, 71.19 to 92.34% and 83.25 to
96%, respectively.
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A familia Lamiaceae tem grande importancia
econdmica por ser fonte de 6leos essenciais
aromaticos, volateis e de plantas ornamentais. Muitas
espécies sdo utilizadas como condimentos na
culinaria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor
nos alimentos (Menezes, 1994).

Hyptis mutabilis, pertencente a familia
Lamiaceae, possui importante valor fitoterapico, sendo
seu cha medicinal utilizado, no Brasil, para o
tratamento de doencas da mucosa uterina cervical,
gastrite, Ulcera gastrica, Ulceras de pele infectadas e
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conjuntivite (Barbosa & Barbosa, 1992). E uma erva
anual, intensamente dotada de glandulas que
secretam substancias arométicas. Possui folhas
opostas cruzadas, inflorescéncias na parte superior
dos ramos formando grandes paniculas. Subarbusto
ereto de 0,5 a 3,0 m de altura. Flores pequenas, de
coloracdo azulada ou lilas, corola tubulosa que se
abre em labios. Possui ampla distribuicéo geogréfica,
sendo a espécie de ocorréncia mais freqliente na
Regido Sul do Brasil (Kissmann & Groth,1995),
podendo ser encontrada dos Estados Unidos até a
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Argentina, e no Brasil, em todas as regifes comportamento meidtico e estimar a viabilidade
(Bordignon, 1990). polinica de popula¢bes de Hyptis mutabilis em quatro
Para o género Hyptis, € comum a ocorréncia localidades do Estado do Rio Grande do Sul (RS),
de formas polipléides, sendo o nimero basico de Brasil.
cromossomos x = 8, podendo ocorrer hibridos Sementes e inflorescéncias foram coletadas
(Kissmann & Groth, 1995). Dados da literatura indicam aleatoriamente, de cinco populac¢des naturais do RS
para Hyptis suaveolensn = 14 (Bir & Saggoo, 1979) (Boca do Monte/Santa Maria; Espumoso, Sao Pedro
e 16 cromossomos (Coleman, 1982) e 2n = 28 do Sul e Silveira Martins). De cada populacéo, foi
(Krishnappa & Basavaraj, 1982; Miege, 1960), 30 depositada uma exsicata no Herbario SMDB (Santa
(Krishnappa & Basavaraj, 1982) e 32 cromossomos Maria Departamento de Biologia) da Universidade
(Morton, 1962). Para Hyptis emoryi, Baker & Parfitt, Federal de Santa Maria (UFSM), RS, conforme Tabela
(1986) encontraram n = 16 cromossomos, que 1. As plantas foram identificadas taxonomicamente
também foi encontrado para Hyptis tomentosa pela Profa DraThais do Canto-Dorow.
(Sundberg & Dillon, 1986). Morton (1993), estudou As sementes foram colocadas para germinar
um octapléide da espécie Hyptis lanceolata, em placas de Petri com papel filtro umedecido com
encontando 2n = 64 cromossomos. Coleman (1982) agua destilada. Foram, mantidas em camara de
encontrou para Hyptis fasciculatan = 14, que relatou crescimento a temperatura em torno de 28-31°C,
ser comum para o géneron =8, 14, 15, 16, 28 e 32 submetidas a 12 horas de luminosidade e 12 horas
cromossomos, e que muitos trabalhos estéo de escuriddo, no Laboratério de Citogenética Vegetal
baseados no nimero basico x = 8 cromossomos. da UFSM. Quando as radiculas apresentavam até 1
Apesar da importancia medicinal de Hyptis mutabilis, cm de tamanho, foram coletadas e pré-tratadas com
nao foram encontrados dados sobre o namero paradiclorobenzeno 15% durante 10 horas a
cromossOmico e andlise da microsporogénese para temperatura ambiente. Em seguida, as radiculas
a espécie. foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol:acido acético)
O objetivo deste trabalho foi realizar a por 24 horas a temperatura ambiente e estocadas
contagem do ndamero cromossémico, analisar o em etanol 70% sob refrigeracéo. Para o preparo das

TABELA 1. Populac8es, nimero de registro, analise da microsporogénese, indice meidtico, viabilidade polinica e
namero de cromossomos em Hyptis mutabilis.

" Fopulagac  Numerc  Nemero de | Diacinesel  Anafase ) Metatase || Anatase I Inchice Viabilidade
de Ayplis de cromossomos  Metafase | Teldfase Teldfase |l  Meidtico Palinkca
mutabdiz  registro () [ %)
Boca do

Fbonted 10083 2n =28 Z8a H Gk 226 9234 e
Santa Marna
Espumoso 10GEa on =28 Sld e 2 =l £1.19 83050
S50 Pedro 10887 n=14 131g Fa | A 15 3 41 @2
do Sul
Silveira
Martins' 1 8 n=14 4Bh 101 87 54| BE ag a4 35
acesso JMF
o1
Eilvaira
Martins / 100487 n=14 110m 102n T0o S6p e 2 bE
acéskn JME
a2

a- 8 diacineses irregulares; 2 metafases | com cromossomos univalentes; b- 1 metafase Il com cromossomos retardatarios; c- 2
células com triade em tel6fase Il; d- 4 diacineses irregulares; e- 2 anafases | com pontes; f- 1 anafase Il com cromossomos retardatarios;
10 células com triade em tel6fase II; g- 4 diacineses irregulares; 4 metafases | com cromossomos retardatarios; h- 4 diacineses
irregulares; 2 metafases | com cromossomos univalentes; i- 1 anafase | com cromossomos retardatarios; j- 10 metafases Il com
cromossomos retardatarios; |- 1 anafase Il com cromossomos retardatarios; 2 células com triade em teléfase Il; m- 2 diacineses
irregulares; 3 metafases | com cromossomos univalentes; n- 2 teléfases | com cromossomos retardatarios; o- 2 metafases Il com
cromossomos retardatarios; p- 2 células com triade em tel6fase Il

Rev. Bras. PI. Med., Botucatu, v.11, n.1, p110-116, 2009.



112

laminas, as radiculas foram lavadas em agua
destilada, hidrolisadas em HCI 1N por 4 minutos a
temperatura ambiente e submetidas a tratamento
hipotbnico em agua destilada estas foram entéo
lavadas novamente. As laminas foram montadas,
retirando-se a regido meristematica com o auxilio de
microscépio estereoscopio, a qual foi esmagada com
orceina acética 2%, segundo Guerra & Souza, 2002.
As células que apresentavam boa disposicéo dos
cromossomos foram fotografadas e contados os
cromossomos em objetiva de 40X. Foram usadas
cerca de 10 metafases por populagéo.

Para andlise da meiose, as inflorescéncias
coletadas no campo foram imediatamente fixadas em
Carnoy 3:1 por 24 horas a temperatura ambiente,
sendo transferidas para etanol 70% e armazenadas
sob refrigeracdo. As laminas foram preparadas pela
técnica de esmagamento das anteras e coradas com
orceina acética 2% (Guerra & Souza, 2002). Foram
usadas 05 laminas por populacéo. Todas as fases da
meiose foram analisadas, mas foi dado énfase
especial as associacfes cromossbmicas em
diacinese e/ou metafase | e a segregacdo dos
cromossomos nas anéfases e teléfases | e Il. As
células que néo apresentaram configuracdes
meibticas com cromossomos bivalentes foram
consideradas irregulares; também foram
consideradas outras irregularidades como atrasos e

pontes durante a anafase e disjuncao irregular dos
cromossomos nas fases subsequientes as metafases
I e ll. O indice meidtico foi calculado de acordo com
Love (1949), onde im=namero de quartetos (tétrades)
de pdlen normais pelo total de quartetos observados
x 100, considerando-se como normais aquelas
tétrades com quatro células iguais e as anormais,
com outras formag6es do tipo triades e diades. Foram
examinadas por populagéo cerca de 300-400 tétrades,
em um total de 05 [Aminas.

Pararealizar a estimativa da viabilidade dos
graos de pdlen, as laminas foram preparadas como
para a analise mei6tica, contando-se 400 graos de
polen por populacéo, obtidos de 5 plantas de cada
populacdo. Foram considerados viaveis os graos de
polen que se apresentaram corados; € inviaveis, 0s
ndo corados.

Considerando a importancia de estudos
citogenéticos para trabalhos de melhoramento (Auler
et al., 2006), existe um crescente interesse por
espécies, tanto de valor medicinal quanto ornamental
(Guerra, 1990; Lovatto & Battistin, 1997; Pedrosa et
al., 1999; Pagliarini, 2000).

Diversos estudos séo realizados com
espécies medicinais objetivando a analise da
microsporogénese e determinacao do nimero
cromossémico. O nimero cromossdmico é um dos
pardmetros mais utilizados para a caracterizagcéo

f 2,

FIGURA 1. Cromossomos de células somaticas (a- Populacdo Boca do Monte, Santa Maria, 2n = 28 cromossomos; b-
Populagédo Boca do Monte, 2n = 32 cromossomos; ¢- Populacdo Espumoso, 2n = 28 cromossomos) e gaméticas (d-
Populacéo Silveira Martins (acesso 1), n = 14 cromossomos; e- Populacéo Silveira Martins (acesso 2 ), n = 14 cromossomos;
f- Populagdo Séo Pedro, n = 14 cromossomos), respectivamente, de pontas de radiculas e inflorescéncias de populagdes

naturais de Hyptis mutabilis do RS, Brasil. Escala: 1cm=20 pym.
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citolégica de uma espécie que, aliado a outros
caracteres citologicos, fornece informacdes para o
entendimento das alteracdes genéticas envolvidas
(Sybenga, 1998). A andlise da meiose apresenta
grande importancia, considerando-se que é durante
a meiose que ocorre a recombinacéo dos genes, a
meiose é considerada uma fonte de variabilidade
genética que 0s organismos possuem para se adaptar
ao meio ambiente em que vivem e, dessa forma,
garantir a sua perpetuacao por meio da descendéncia
(Golvbovskaya, 1979; Singh, 1993; Nassar & Freitas,
1997; Pagliarini, 2000).

Os resultados obtidos pela anélise da
microsporogénese e contagem dos cromossomos sao
apresentados na Tabela 1.

Por meio da observacdo das células
somaticas em fotomicroscépio éptico de pontas de
radiculas, as populacdes de Hyptis mutabilis
apresentaram 2n = 28 cromossomos (Figuras 1a e
1-c). Algumas células apresentaram 2n = 26
cromossomos ha populacao de Espumoso e 2n =32
cromossomos (Figura 1-b) nas popula¢des de Boca
do Monte/Santa Maria e Espumoso, indicando
ocorréncia de polissomatia (Auler et al., 2006). Foi
também determinado o nimero de cromossomos pela
andlise de células do tapete das anteras, identificando
células meiéticas com n = 14 (Figuras 1-d, 1-e e 1-f)
para as populacdes S&o Pedro e Silveira Martins
(acessos 1 e 2).

Em concordéancia com o encontrado neste
trabalho para Hyptis mutabilis, estao os estudos para
outras espécies do género, como Hyptis suaveolens,
gue apresentou 2n = 28 cromossomos (Krishnappa
& Basavaraj, 1982; Miege, 1960) e n = 14
cromossomos (Bir & Saggoo, 1979) e para Hyptis
fasciculata (Coleman, 1982) n = 14, sendo é comum
para o género aocorrénciade n=38, 14, 15, 16,28 e
32 cromossomos. Essa variacdo no numero
cromossbmico para 0 género, pode ser confirmada
pelos estudos com outras espécies, como Hyptis
emoryi (n=16) (Baker & Parfitt, 1986) e Hyptis
tomentosa (Sundberg & Dillon, 1986), e Hyptis
lanceolata (2n= 64) (Morton, 1993).

Pela analise da microsporogénese, as
populacdes apresentaram comportamento meiético
durante a meiose | e Il (Tabela 1; Figuras 1-d, 1-e, 1-
f, e 2-a, 2-e, 2-h, 2-i, 2-I), com algumas irregularidades
em todas as popula¢cdes, como presenca de
tetravalentes, trivalentes e univalentes em diacinese,
cromossomos univalentes em metéfase | (Figura 2-
m), pontes anafésicas, cromossomos retardatarios
em metéfase Il (Figura 2-b e 2-f), anafases e tel6fases
I e Il (Figura 2-c) e triades em tel6fase Il (Figura 2-d).

Nas Figuras 1-a e 1-b da Populacdo Boca
do Monte foi possivel determinar numero de
cromossomos mitéticos de 2n =28 e 2n = 32, o que
evidencia a existéncia de polissomatia nessa espécie.
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J& na Populacdo Espumoso (Figuras 1-c e 1-d)
encontrou-se apenas 2n = 28 cromossomos para
Hyptis mutabilis. A contagem de cromossomos para
0s 02 acessos da Populacédo Silveira Martins foi
realizada por meio das células gaméticas, obtidas a
partir das anteras das inflorescéncias das plantas, e
ambos os acessos apresentaram n = 14 cromossomos,
da mesma forma que na Populacdo Sao Pedro, onde
se encontrou n = 14 cromossomos (Figura 1-e).

O estudo do comportamento meiético em
Hyptis mutabilis de diferentes populacfes naturais
coletadas no RS, mostrou que na Populacdo Boca
do Monte ocorreram células em diacinese com 14
cromossomos bivalentes pareados regularmente
(Figura 2-a), além de células em metéafase Il irregular,
as quais apresentaram 1 cromossomo retardatario
(Figura 2-b). Na Populacdo Espumoso observou-se
irregularidade na teléfase | com cromossomo
retardatario (Figura 2-c), bem como células em
teléfase Il irregular com trés poélos (Figura 2-d). A
analise da Populacédo Silveira Martins foi realizada
em dois acessos, sendo que no acesso 1, ocorreram
diacineses regulares com 14 cromossomos bivalentes
(Figura 2-e), anéafases Il final com cromossomos
retardatérios (Figura 2-f) e triade (Figura 2-g). JAno
acesso 2, ocorreram células em tel6fase | regular 14-
14 (Figura 2-h), metéfase Il regular (Figura 2-i) e
tétrade (Figura 2-j). Na Populacdo Séo Pedro de
Hyptis mutabilis, foram observadas células em
metéafase | regular, ou seja com 14 cromossomos
bivalentes (Figura2-1) e células em metafase | com
irregularidades, as quais apresentaram cromossomos
retardatérios (Figura 2-m).

O indice meidtico apresentou-se
relativamente alto, com pequena variacdo entre as
populacdes de 71.19 a 92.34% (Tabela 1), sendo
encontradas tétrades normais com quatro células
(Figura 2-j) e anormais com trés (Figura 2-g) e duas
células. Em todas as populacdes, observou-se alta
viabilidade polinica (Tabela 1), de 83.25 a 96%, embora
tenham sido encontrados graos de pélen inviaveis.
Foi observado que entre as populacdes estudadas, a
populacdo de Espumoso apresentou os valores mais
baixos tanto para o indice meiético (71.19%), como
para a estimativa da viabilidade polinica (83.25%), 0
que poderia ser explicado pela intensa atividade
agricola com uso de agrotoxicos na regido.

Outras espécies de grande valor medicinal
da familia Lamiaceae tiveram seu numero
cromossdmico determinado. Trés espécies do género
Rosmarinus, R. officinalis, R. eriocalyx e R.
tomentosus, foram estudadas por RosuUa, (1985),
sendo encontrado em todas as popula¢cbes 2n =24
cromossomos para todas as espécies. O género
Salvia, apresentou 2n = 22 cromossomos para S.
hypargeia (Kandemir, 2003) e S. sclarea (Ozdemir &
Senel, 1999) e 2n = 18 cromossomos em S. veneris
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(Yildiz & Guicel, 2006). Yildiz & Giicel (2006) também
encontraram 2n = 30 cromossomos em Origanum
syriacum e Sideritis cypria, 2n = 20 cromossomos
em Phlomis cypria, 2n = 14 cromossomos em
Teucrium cyprium e para a espécie Scutellaria
sibthorpiitrés populagdes dipléides (2n = 14) e uma
tetrapléide (2n = 28).

Battistin et al. (2006) estudaram cinco

espécies medicinais quanto ao nimero cromossdmico
e andlise da microsporogénese. Foram encontrados
2n = 22 cromossomos em Discaria americana
(Rhamnaceae) e Foeniculum vulgare (Apiaceae), 2n =
18 cromossomos em Matricaria chamomilla
(Asteraceae), 2n = 28 cromossomos em Plectranthus
barbatus (Lamiaceae) e 2n = 42 em Symphytum
officinale (Boraginaceae). Em Discaria americana e

FIGURA 2. Células de Hyptis mutabilis em meiose de diferentes popula¢des naturais dessa espécie, coletadas no RS.
a- Populacdo Boca do Monte, Santa Maria, diacinese regular com 14 cromossomos bivalentes; b- Populacdo Boca do
Monte, Santa Maria, metafase Il irregular, seta indicando 1 cromossomo retardatario; c- Populacdo Espumoso, teléfase
| irregular, seta indicando cromossomo retardatario; d- Populagdo Espumoso, tel6fase Il irregular com trés polos; e-
Populacéo Silveira Martins, acesso 1, diacinese regular com 14 cromossomos bivalentes; f- Populacdo Silveira Martins,
acesso 1, anafase Il final com cromossomos retardatarios; g- Populagdo Silveira Martins, acesso 1, triade; h- Populagdo
Silveira Martins, acesso 2, teléfase | regular; i- Populagdo Silveira Martins, acesso 2, metafase Il regular; j- Populagédo
Silveira Martins, acesso 2, tétrade; |- Populacdo Sdo Pedro, metafase | regular; m- Populagdo Sao Pedro, células em
metéfase | com irregularidades, seta indicando cromossomos retardatarios. Escala: 1cm=20 mm
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Plectranthus barbatus ndo foram encontradas
irregularidades durante as fases da meiose, e 0s
valores do indice meiético apresentaram-se altos
(87.28 e 89.70 para D. americana e 93.16 e 96.06
para P. barbatus). Foeniculum vulgare e Symphytum
officinale apresentaram algumas irregularidades como
cromossomos fora da placa equatorial nas células
metafasicas, formacédo de pontes e cromossomos
retardatarios. durante a meiose e os valores do indice
meidtico ficaram abaixo de 70%. Matricaria
chamomilla apresentou indice meiético abaixo de
70% apenas na populacao cultivada em estufa.

Em Baccharis trimera (Asteraceae) foi
encontrado 2n= 18 cromossomos em todas as
populacdes estudadas, apesar de algumas células
dos individuos analisados serem polipléides. O
comportamento meiético apresentou-se regular, com
valores de indice meiético (88.74 a 92.05%) e
viabilidade polinica (88.90 a 98.95%) altos (Auler et
al., 2006). Para Achyrocline satureioides (Asteraceae),
as populacbes estudadas tiveram 2n = 24
cromossomos (Pereira et al., 2006). E a espécie
Maytenus ilicifolia (Celastraceae), apresentou
variabilidade intraespecifica para as populacdes
estudadas, com n= 32, 35 e 40 cromossomos, sendo
0 comportamento meidtico regular, com altos valores
de indice meidtico (95.8 a 100%) e viabilidade polinica
(80.9 a2 99.4%) (Lunardi et al., 2004).

Por meio deste estudo, foi encontrado para
a espécie Hyptis mutabilis nimero dipléide de 2n =
28 cromossomos, comportamento meidtico com
formacéo de 14 bivalentes em diacinese e metafase
I, embora tenham sido encontradas algumas
irregularidades como cromossomos em
associacdes univalentes e trivalentes, retardatarios
em metafases e anafases | e Il, pontes em
anéafases | e triades em tel6fases Il. Os valores do
indice meiético e estimativa da viabilidade polinica
apresentaram-se altos para as populagdes
estudadas, 71.19 a 92.34% e 83.25 a 96%,
respectivamente. Entretanto, estudos posteriores
sa0 necessarios para avaliar se a ocorréncia de
irregularidades, como as observadas neste trabalho
para H. mutabilis, se repetem em outras populacdes
de forma semelhante.
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