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Resumo- O género Lippia relne varias espécies de plantas com propriedades medicinais comprovadas.
Em virtude da sua importancia, trés espécies- Lippia lupulina, L. pseudothea e L. rotundifolia- foram
caracterizadas quanto ao comportamento meiético e a viabilidade dos grdos de polen. Botdes florais foram
coletados no banco de germoplasma in vivo da Universidade Federal de Juiz de Fora, fixados e
acondicionados em baixas temperaturas. Laminas foram preparadas pela técnica de secagem ao ar. Para a
analise da viabilidade do pdlen foram utilizados os corantes Carmim Acético e Alexander. Células anormais
foram observadas nas trés espécies estudadas. Dentre as anormalidades destacaram-se paquiteno e
diacinese com auséncia de pareamento, teléfase | ndo reduzida, ménades, diades e triades. O indice de

viabilidade polinica foi considerado médio para L. rotundifélia e alto para L. lupulina e L. pseudothea.
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Introducéo

A familia Verbenaceae compreende cerca de
1.035 espécies e 36 géneros com distribuicao
pantropical (Judd et al. 2007). Varios problemas
taxonbmicos sobre secBes e géneros tém sido
relatados, resultando em erros na classificacéo e
namero estimado de espécies (Salimena 2002).

O género Lippia compreende cerca de 200
espécies (Sanders 2001), de ervas, arbustos e
pequenas arvores distribuidas pela Ameérica
Central, Africa tropical e por toda América do Sul.
A maioria das espécies ocorre no Brasil, Paraguai
e Argentina, e algumas delas s&o restritas a Africa.
H& dois centros de diversidade no Brasil: Cadeia
do Espinhaco, no Estado de Minas Gerais e
Chapada Diamantina, no estado de Bahia.

A ocorréncia restrita de muitas espécies de
Lippia, a degradacao de habitat e o uso continuo
na medicina popular tradicional tém contribuido
para a situacdo de risco que se encontram muitas
espécies (Pascual et al. 2001).

Caracteres citoldgicos e citogenéticos tais
como numero e morfologia de cromossomos,
comportamento meiético, bem como os valores C
de DNA nuclear, tém sido utilizados para inferir as
relacdes entre diferentes taxons (Kron et al. 2007,
Guerra 2008). O numero de cromossomos tem
sido considerado importante para investigar as
relacdes entre as espécies (Guerra 2008). No
género Lippia, o niumero de cromossomos tem
sido descrito em varios trabalhos (Bose e
Choudhury, 1960; Smith 1966; Kumar e Dutt,

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

Estudos meidticos tem sido realizados em
espécies de Lippia (Viccini et al. 2006), no entanto
h& poucos relato do comportamento meiético e da
viabilidade polinica.

O objetivo do presente trabalho foi realizar o
estudo do comportamento meidtico e da
viabilidade dos graos de poélen de trés espécies de
Lippia: L. rotundifélia, L. lupulina e L. pseudothea.

Metodologia

Botbes florais de L. rotundifolia, L. lupulina
e L. pseudothea, em periodos anteriores a antese,
foram previamente selecionados para a obtencéo
de PMCs (células méde do grao de podlen) em
diferentes estagios. Esses botdes foram fixados
em solucdo de Carnoy (3 metanol: 1 acido acético)
e estocado a -20°C. As laminas com material
meidtico foram preparadas de acordo com Viccini
et al. (2006). As anteras foram digeridas com
solucéo enzimatica e posteriormente
fragmentadas em lamina.

Aproximadamente 5.000 meidcitos de
cada espécie, corados com Giensa 8%, foram
analisados para descrever o comportamento
meidtico.

Para a viabilidade polinica botdes florais
de L. rotundifdlia, L. lupulina e L. pseudothea, em
periodo de antese, foram coletados, fixados em
metanol: acido acético (3:1) e acondicionados a -
20°C. Para preparo das laminas, retirou-se as
anteras das inflorescéncias. Essas anteras foram
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colocadas em HCL 1N por cerca de 10 minutos, e
logo em seguida, os grdos de pélen foram
removidos para posterior coloragéo.

Os graos de poélen foram corados com as
solugbes de Carmim acético 2% e Alexander. O
Carmim acético indica a integridade cromossémica
e a solucdo de Alexander revela a integridade de
estruturas celulares, como nlcleo e membranas
plasmaticas. Os graos de poélen foram corados por
cinco minutos, e recobertos por laminula para
posterior analise.

A fim de se obter uma amostragem ao acaso
dos graos de pélen corados, foi utilizado o método
de varredura até se alcancar o nimero total de
5000 graos de poélen para cada espécie. Trés
laminas de cada espécie foram analisadas.

Os grdos de pélen corados com Carmim
Acético foram analisados e classificados em
normais/ viaveis, com citoplasma corado e
anormais/ inviaveis, aqueles com pouco ou
nenhum citoplasma evidenciado. Logo, os graos
de pdlen corados com Alexander foram analisados
e classificados em normais/ viaveis, corados de
rosa com contornos verdes e anormais/ inviaveis,
aqueles com coloragéo acinzentada.

As laminas com material meidtico e gréos de
pélen foram observadas em fotomicroscopio,
equipado com acessorios de analise de imagem,
iluminacdo de campo claro e de fluorescéncia;
com objetiva de imersdo de 100X. As imagens
foram capturadas diretamente por uma video-
cadmera acoplada ao microscopio € a um
computador equipado com placa digitalizadora. As
andlises dos cromossomos e as medidas dos
grdos de pélen foram realizadas usando o
Programa Image SXM de dominio publico, o qual
pode ser obtido via internet
(http://reg.ssci.liv.ac.uk).

Resultados

A metodologia empregada permitiu observar,
nas laminas de todas as espécies analisadas,
abundancia de material, bem como cromossomos
com boa morfologia. Foram encontrados meiécitos
em diversos estagios de divisdo como: leptéteno,
zigéteno, paquiteno, dipléteno, diacinese, tel6fase
I, anafase | e tétrade. Foi possivel verificar,
principalmente no  paquiteno, grande de
guantidade de heterocromatina (Figura 1).

A andlise das laminas das trés espécies
permitiu a observacdo de meidcitos 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
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contabilizadas. Destas 3,19% estavam anormais.
Dentre as anormalidades encontradas destacam-
se paquiteno e diacinese com auséncia de
pareamento, metafase | com aderéncias
cromossbmicas (stickyness). Também foram
encontradas monades, diades e triades, teléfases
I com cromossomos tardios e formacdo de
micronucleo (Figura 2).

O estudo da viabilidade do pélen revelou que a
espécie que apresentou maior indice de
infertilidade foi L. rotundifolia, 62,79% para o
corante carmim acético e 64,98% para Alexander.
L. lupulina e L. pseudothea tiveram os indices 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 coloracdo com carmim
acético realizado em L. lupulina.
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Figura 1- Paquitenos com regides de

heterocromatina evidente em L. lupulina (A), L.
pseudothea (B) e L. rotundifolia (C). Barra= 10um

Figura 2 - Trés tipos de anormalidades
encontradas nos meiocitos das espécies de Lippia
estudadas. (A e B) Telofase | com cromossomos
tardios e (C) Diacinese com auséncia de
pareamento. Barra= 10pm
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Figura 3 — Gréos de polen de L. lupunina corados
com o corante Carmim Acético. As setas indicam
os graos de pélen inviaveis.

Discusséo
A meiose compreende eventos
fisiologicos, bioquimicos, citogenéticos e

fenotipicos altamente coordenados, que levam a
recombinacdo génica, reducdo cromossdmica e
formacdo de gametas (Kaul e Murthy, 1985). As
anormalidades meidticas encontradas no presente
estudo podem ser decorrentes de mutacdes em
genes envolvidos com a sinapse dos homologos,
ou funcionamento defectivo de proteinas
envolvidas com a organizacdo do cromossomo,
tais como as histonas (Bione et al, 2000). Essas
anormalidades podem levar a formagdo de gréos
de pdlen inviaveis (aneuplbides) e até mesmo
eupldides. A frequéncia de células anormais foi
baixa nas trés espécies estudadas. Varios agentes
podem levar a formagdo de irregularidades, tais
como fatores ambientais incluindo herbicidas,
substancias quimicas presentes no solo, variacdes
na temperatura ou até mesmo condicdes
patoldgicas (Bione et al, 2000).

Uma interessante caracteristica a respeito
da propagacao das espécies de Lippia é que ndo
se observa em campo a formacdo de sementes, o
podendo-se acreditar que estas venham se
propagar vegetativamente. Além disso, essas
plantas apresentam uma estrutura vegetativa
subterranea denominada xilopodio, que pode, por
sua vez, reforcar a hipotese de ocorréncia de
propagacgao vegetativa.

Apesar da taxa de anormalidades
meidticas encontrada terem sido baixas, a
inviabilidade polinica foi relativamente maior que
os valores observados para essas anormalidades.
Isto mostra que a infertilidade destas plantas, pode
ndo ser consequéncia direta do processo meiético.
A causa da ndo produgcdo de sementes por elas
pode estar relacionado a uma deficiéncia nos
mecanismos poOs zigotico (esta auséncia de
sementes pbde ser observada no Banco de
Germoplasma in vivo da UFJF, onde fazia-se o
monitoramento das plantas).
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De acordo com Vargas et al. (2009),
valores de 70% representam alta viabilidade
polinica, de 31 a 69% ¢é considerado média e até
30% baixos indices de viabilidade. Sendo assim, o
indice de viabilidade polinica foi considerado
médio para L. rotundifélia e alto para L. lupulina e
L. pseudothea.

Os resultados da viabilidade polinica foram
semelhantes para os dois corantes utilizados,
sendo assim, ambos eficientes para este tipo de
andlise em espécie do género Lippia.

Conclusao

O estudo meidtico realizado nas trés
espécies do género Lippia pode ser util para
resolver os problemas taxondmicos do grupo.
Além disso, com o presente estudo foi possivel
avaliar os indice de anormalidades encontradas
durante a meiose, bem como a relacdo dessas
anormalidades na formacao dos gréos de pdélen.
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