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Resumo-  O gênero Lippia reúne várias espécies de plantas com propriedades medicinais comprovadas. 
Em virtude da sua importância, três espécies- Lippia lupulina, L. pseudothea e L. rotundifolia- foram 
caracterizadas quanto ao comportamento meiótico e a viabilidade dos grãos de pólen. Botões florais foram 
coletados no banco de germoplasma in vivo da Universidade Federal de Juiz de Fora, fixados e 
acondicionados em baixas temperaturas. Lâminas foram preparadas pela técnica de secagem ao ar. Para a 
análise da viabilidade do pólen foram utilizados os corantes Carmim Acético e Alexander. Células anormais 
foram observadas nas três espécies estudadas. Dentre as anormalidades destacaram-se paquíteno e 
diacinese com ausência de pareamento, telófase I não reduzida, mônades, díades e tríades. O índice de 
viabilidade polínica foi considerado médio para L. rotundifólia e alto para L. lupulina e L. pseudothea.  
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Introdução 
 

A família Verbenaceae compreende cerca de 
1.035 espécies e 36 gêneros com distribuição 
pantropical (Judd et al. 2007). Vários problemas 
taxonômicos sobre seções e gêneros têm sido 
relatados, resultando em erros na classificação e 
número estimado de espécies (Salimena 2002).  

O gênero Lippia compreende cerca de 200 
espécies (Sanders 2001), de ervas, arbustos e 
pequenas árvores distribuídas pela América 
Central, África tropical e por toda América do Sul. 
A maioria das espécies ocorre no Brasil, Paraguai 
e Argentina, e algumas delas são restritas a África. 
Há dois centros de diversidade no Brasil: Cadeia 
do Espinhaço, no Estado de Minas Gerais e 
Chapada Diamantina, no estado de Bahia. 

A ocorrência restrita de muitas espécies de 
Lippia, a degradação de habitat e o uso contínuo 
na medicina popular tradicional têm contribuído 
para a situação de risco que se encontram muitas 
espécies (Pascual et al. 2001).  

Caracteres citológicos e citogenéticos tais 
como número e morfologia de cromossomos, 
comportamento meiótico, bem como os valores C 
de DNA nuclear, têm sido utilizados para inferir as 
relações entre diferentes táxons (Kron et al. 2007; 
Guerra 2008). O número de cromossomos tem 
sido considerado importante para investigar as 
relações entre as espécies (Guerra 2008). No 
gênero Lippia, o número de cromossomos tem 
sido descrito em vários trabalhos (Bose e 
Choudhury, 1960; Smith 1966; Kumar e Dutt, 

1989; Pastoriza e Andrada 2006; Brandão et al. 
2005; Viccini et al. 2006), e varia de n = 10 a 30.  

Estudos meióticos tem sido realizados em 
espécies de Lippia (Viccini et al. 2006), no entanto 
há poucos relato do comportamento meiótico e da 
viabilidade polínica. 

O objetivo do presente trabalho foi realizar o 
estudo do comportamento meiótico e da 
viabilidade dos grãos de pólen de três espécies de 
Lippia: L. rotundifólia, L. lupulina e L. pseudothea. 

 
Metodologia 
 

Botões florais de L. rotundifolia, L. lupulina 
e L. pseudothea, em períodos anteriores à antese, 
foram previamente selecionados para a obtenção 
de PMCs (células mãe do grão de pólen) em 
diferentes estágios. Esses botões foram fixados 
em solução de Carnoy (3 metanol: 1 ácido acético) 
e estocado à -20ºC. As lâminas com material 
meiótico foram preparadas de acordo com Viccini 
et al. (2006). As anteras foram digeridas com 
solução enzimática e posteriormente 
fragmentadas em lâmina.  

Aproximadamente 5.000 meiócitos de 
cada espécie, corados com Giensa 8%, foram 
analisados para descrever o comportamento 
meiótico.  
 Para a viabilidade polínica botões florais 
de L. rotundifólia, L. lupulina e L. pseudothea, em 
período de antese, foram coletados, fixados em 
metanol: ácido acético (3:1) e acondicionados à -
20ºC. Para preparo das lâminas, retirou-se as 
anteras das inflorescências. Essas anteras foram 
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colocadas em HCL 1N por cerca de 10 minutos, e 
logo em seguida, os grãos de pólen foram 
removidos para posterior coloração.   
     Os grãos de pólen foram corados com as 
soluções de Carmim acético 2% e Alexander. O 
Carmim acético indica a integridade cromossômica 
e a solução de Alexander revela a integridade de 
estruturas celulares, como núcleo e membranas 
plasmáticas. Os grãos de pólen foram corados por 
cinco minutos, e recobertos por lamínula para 
posterior análise.  
     A fim de se obter uma amostragem ao acaso 
dos grãos de pólen corados, foi utilizado o método 
de varredura até se alcançar o número total de 
5000 grãos de pólen para cada espécie. Três 
lâminas de cada espécie foram analisadas.  

Os grãos de pólen corados com Carmim 
Acético foram analisados e classificados em 
normais/ viáveis, com citoplasma corado e 
anormais/ inviáveis, aqueles com pouco ou 
nenhum citoplasma evidenciado. Logo, os grãos 
de pólen corados com Alexander foram analisados 
e classificados em normais/ viáveis, corados de 
rosa com contornos verdes e anormais/ inviáveis, 
aqueles com coloração acinzentada.  

As lâminas com material meiótico e grãos de 
pólen foram observadas em fotomicroscópio, 
equipado com acessórios de análise de imagem, 
iluminação de campo claro e de fluorescência; 
com objetiva de imersão de 100X. As imagens 
foram capturadas diretamente por uma vídeo-
câmera acoplada ao microscópio e a um 
computador equipado com placa digitalizadora. As 
análises dos cromossomos e as medidas dos 
grãos de pólen foram realizadas usando o 
Programa Image SXM de domínio público, o qual 
pode ser obtido via internet 
(http://reg.ssci.liv.ac.uk). 
 

Resultados 
 

A metodologia empregada permitiu observar, 
nas lâminas de todas as espécies analisadas, 
abundância de material, bem como cromossomos 
com boa morfologia. Foram encontrados meiócitos 
em diversos estágios de divisão como: leptóteno, 
zigóteno, paquíteno, diplóteno, diacinese, telófase 
I, anáfase l e tétrade. Foi possível verificar, 
principalmente no paquíteno, grande de 
quantidade de heterocromatina (Figura 1). 

A análise das lâminas das três espécies 
permitiu a observação de meiócitos normais e 
anormais. Para L. lupulina um total de 4293 
células foram contabilizadas, sendo que destas 
apenas 2,13% foram consideradas anormais. Para                                                                                          
L. pseudothea, um total de 4922 células foram 
analisadas sendo 3,6% anormais. Em L. 
rotundifolia um total de 5807 células foram 

contabilizadas. Destas 3,19% estavam anormais. 
Dentre as anormalidades encontradas destacam-
se paquíteno e diacinese com ausência de 
pareamento, metáfase I com aderências 
cromossômicas (stickyness). Também foram 
encontradas mônades, díades e tríades, telófases 
I com cromossomos tardios e formação de 
micronúcleo (Figura 2). 

O estudo da viabilidade do pólen revelou que a 
espécie que apresentou maior índice de 
infertilidade foi L. rotundifolia, 62,79% para o 
corante carmim acético e 64,98% para Alexander. 
L. lupulina e L. pseudothea tiveram os índices de 
infertilidade menores, 10,95% e 20,64% para 
carmim acético e 20,45% e 15,02% para 
Alexander, respectivamente. Na figura 3 pode ser 
observado o teste de coloração com carmim 
acético realizado em L. lupulina. 

 
Figura 1- Paquítenos com regiões de 
heterocromatina evidente em L. lupulina (A), L. 
pseudothea (B) e L. rotundifolia (C). Barra= 10µm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 2 – Três tipos de anormalidades 
encontradas nos meiócitos das espécies de Lippia 
estudadas. (A e B) Telófase I com cromossomos 
tardios e (C) Diacinese com ausência de 
pareamento. Barra= 10µm 
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Figura 3 – Grãos de pólen de L. lupunina corados 
com o corante Carmim Acético. As setas indicam 
os grãos de pólen inviáveis. 
 
Discussão 
 
 A meiose compreende eventos 
fisiológicos, bioquímicos, citogenéticos e 
fenotípicos altamente coordenados, que levam à 
recombinação gênica, redução cromossômica e 
formação de gametas (Kaul e Murthy, 1985). As 
anormalidades meióticas encontradas no presente 
estudo podem ser decorrentes de mutações em 
genes envolvidos com a sinapse dos homólogos, 
ou funcionamento defectivo de proteínas 
envolvidas com a organização do cromossomo, 
tais como as histonas (Bione et al, 2000). Essas 
anormalidades podem levar à formação de grãos 
de pólen inviáveis (aneuplóides) e até mesmo 
euplóides.  A freqüência de células anormais foi 
baixa nas três espécies estudadas. Vários agentes 
podem levar à formação de irregularidades, tais 
como fatores ambientais incluindo herbicidas, 
substâncias químicas presentes no solo, variações 
na temperatura ou até mesmo condições 
patológicas (Bione et al, 2000).   
 Uma interessante característica a respeito 
da propagação das espécies de Lippia é que não 
se observa em campo a formação de sementes, o 
podendo-se acreditar que estas venham se 
propagar vegetativamente. Além disso, essas 
plantas apresentam uma estrutura vegetativa 
subterrânea denominada xilopódio, que pode, por 
sua vez, reforçar a hipótese de ocorrência de 
propagação vegetativa. 
 Apesar da taxa de anormalidades 
meióticas encontrada terem sido baixas, a 
inviabilidade polínica foi relativamente maior que 
os valores observados para essas anormalidades.  
Isto mostra que a infertilidade destas plantas, pode 
não ser conseqüência direta do processo meiótico. 
A causa da não produção de sementes por elas 
pode estar relacionado a uma deficiência nos 
mecanismos pós zigótico (esta ausência de 
sementes pôde ser observada no Banco de 
Germoplasma in vivo da UFJF, onde  fazia-se o 
monitoramento das plantas).  

 De acordo com Vargas et al. (2009), 
valores de 70% representam alta viabilidade 
polínica, de 31 a 69% é considerado média e até 
30% baixos índices de viabilidade. Sendo assim, o 
índice de viabilidade polínica foi considerado 
médio para L. rotundifólia e alto para L. lupulina e 
L. pseudothea. 
 Os resultados da viabilidade polínica foram 
semelhantes para os dois corantes utilizados, 
sendo assim, ambos eficientes para este tipo de 
análise em espécie do gênero Lippia. 
  
Conclusão 
 
 O estudo meiótico realizado nas três 
espécies do gênero Lippia pode ser útil para 
resolver os problemas taxonômicos do grupo. 
Além disso, com o presente estudo foi possível 
avaliar os índice de anormalidades encontradas 
durante a meiose, bem como a relação dessas 
anormalidades na formação dos grãos de pólen.  
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