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RESUMO

O género Hypericum, originario da Europa e Asia, apresenta uma
ampla distribuicAo em regides tropicais e subtropicais e compreende
aproximadamente 460 espécies. Destas, 20 tém ocorréncia natural no Brasil,
e concentram-se principalmente na Regido Sul do pais. As espécies deste
género sdo amplamente utilizadas na medicina popular, devido as suas
propriedades antivirais, antimicrobianas e antidepressivas. Devido a
possibilidade de se explorar tais propriedades, had necessidade de estudos
que auxiliem na compreensdo taxondmica das espécies nativas da flora
brasileira, buscando melhor entender a citogenética e a biologia floral, a fim de
se obter meios que possibilitem inclui-las em programas de melhoramento
genético. O presente trabalho teve por objetivos determinar o nuamero
cromossOmico, analisar a meiose e a fertilidade do pdlen em diferentes
populacdes de H. caprifoliatum em comparacdo com H. cf carinatum, H.
polyanthemum e H. perforatum. Um total de 18 populactes foram analisadas.
Os resultados constituem-se nas primeiras informacgdes citogenéticas para as
espécies, com excecdo de H. perforatum. Os cromossomos destas espécies
sdo muito pequenos (ca. 1,0 - 2,0 um), numerosos e de dificil analise. O
namero cromossémico obtido foi de 2n cerca de (ca.) 48, para H. caprifoliatum
e H. cf carinatum, e de 2n=32 para H. perforatum e cerca de 2n=32 para H.
polyanthemum. Irregularidades na meiose foram observadas com maior
freqiéncia em H. caprifoliatum e H. cf carinatum. A fertilidade do polen variou
de 42% e 89% entre as populacdes, sendo que foi observada uma grande
variabilidade no tamanho dos gréos entre e dentro de populagbes, para H.
caprifoliatum e H. cf carinatum, sugerindo que estas espécies, assim como
outras do género, se reproduzem por apomixia.

! Dissertacéo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (86p.) Marco, 2008.
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ABSTRACT

The genus Hypericum, originated from Europe and Asia, is widely
distributed in tropical and subtropical regions and contains around 460
species. From these, 20 occur naturally in Brazil, concentrated in the Southern
Region. Hypericum species are widely used in folk medicine, due to their
antiviral, antimicrobian and antidepressive properties. In order to explore these
properties, studies that help to a better understanding of the Brazilian native
species taxonomy, cytogenetics and floral biology are needed, aiming to
include these species in genetic breeding programs. The objective of the
present work was to determine chromosome numbers and to analyse meiosis
and pollen fertility in different H. caprifoliatum populations, in comparison to H.
cf carinatum, H. polyanthemum and H. perforatum. A total of 18 populations
were studied. The results obtained are the first cytogenetic informations for
these species, except H. perforatum. These species chromosomes are very
small (ca. 1- 2 um) in relative large numbers and of difficult analyses. The
number of chromosomes was ca. 2n=48 for a H. caprifoliatum e H. cf
carinatum, and 2n=32 for H. perforatum and ca. 2n=32 for H. polyanthemum.
Meiotic irregularities were more frequent in H. caprifoliatum and H. cf
carinatum. Pollen fertility ranged from 42% to 89% among the populations and
a great variability in pollen grain sizes was found within and among H.
caprifoliatum and H. cf carinatum populations, suggesting that these species,
as other of the genus, reproduce by apomixis.

! Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (86p.) March, 2008.
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1. INTRODUCAO

O género Hypericum L. pertence a familia Clusiaceae Lindl. e compreende
aproximadamente 460 espécies, que caracterizam-se por apresentar diferentes tipos
de estruturas secretoras, onde ocorre a sintese e/ou acumulo de substancias
biologicamente ativas. Originario da Europa e Asia, 0 género apresenta uma ampla
distribuicAo em regides tropicais e subtropicais, sendo ausente somente em locais
extremamente secos ou frios (Robson, 2006). Aproximadamente 20 espécies deste
género tém ocorréncia natural no Brasil, e concentram-se principalmente na Regido
Sul do pais (Robson, 1981).

As espécies deste género sdo amplamente utilizadas na medicina popular,
devido as suas propriedades anti-inflamatérias, anti-virais, antimicrobianas e
antidepressivas, além de servirem como analgésico e sedativo. A espécie H.
perforatum L., é a mais bem estudada por apresentar hipericina, hiperforina e
pseudohipericina, que sao as substancias responsaveis pelo efeito antidepressivo
(Barnes et al, 2001; Couceiro et al, 2006).

Algumas das espécies nativas do Rio Grande do Sul foram avaliadas quanto a
constituicdo quimica, verificando-se a producdo de compostos secundarios com agao
antiproliferativa (Ferraz et al, 2004; Ferraz et al, 2005), antimicrobiana (Dall’Agnol,
2003) e antidepressiva, sendo H. caprifoliatum Cham. & Schl., a espécie com maior

potencial para o tratamento de depresséao (Daudt et al, 2000; Viana, 2002).



Embora Hypericum seja um género de grande importancia, poucos trabalhos
foram realizados sobre caracterizacéo citogenética, restringindo-se, principalmente, ao
namero cromossémico (Nielsen, 1924; Robson & Adams, 1968; Kogi, 1984; Matzk et
al, 2003; Moraes, 2007). Hoar & Haertl (1932) observaram irregularidades meiéticas
em espécies do género e concluiram que estas, provavelmente, seriam a causa da
alta taxa de formacéo de grados de polen estéreis. Segundo Noack (1939), citado por
Moraes (2007), a esterilidade observada pode estar relacionada com a presenca de
uma forma de reproducdo comumente relatada para o género, a apomixia. Ha relato
de poucos estudos citogenéticos envolvendo espécies nativas do Brasil (Clarke, 1975;
Moraes, 2007).

Devido a possibilidade de se explorar propriedades medicinais como as ja
identificadas para o género Hypericum, ha necessidade de estudos que auxiliem na
compreensao taxonbmica das espécies nativas da flora brasileira, buscando
compreender a citogenética e a biologia floral, a fim de se obter meios que
possibilitem inclui-las em programas de melhoramento genético, objetivando producao
de cultivares com qualidade homogénea de extratos e exibindo caracteristicas
agrondmicas favoraveis. Ressalta-se assim, a importdncia do conhecimento
citogenético, que é uma ferramenta poderosa no melhoramento e evolucdo de
plantas, uma vez que permite obter informacdes sobre o material genético e ao
mesmo tempo, fornece métodos para manipula-lo (Sybenga, 1998).

O fato das espécies nativas do sul do Brasil serem promissoras na industria de
fitoterapicos constitui um desafio para obtencdo de matéria-prima de alto padrdo de
gualidade e uniformidade, justificando assim a necessidade de estudos genéticos.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar citogeneticamente

diferentes populacdes de H. caprifoliatum, H. cf. carinatum Griseb., H. polyanthemum



Klotzsch ex Reichardt e H. perforatum, com base, principalmente, no ndamero

cromossOmico, andlise da meiose e estimativa da viabilidade dos gréos de pélen.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Hypericum
2.1.1. Taxonomia

A familia Clusiaceae, anteriormente denominada Guttiferae, compreende cerca
de 1200 espécies, distribuidas em 49 géneros de larga distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais do planeta (Robson, 2006). O género Hypericum (subfamilia
Hypericoideae, tribo Hypericeae) (Gustafsson et al, 2002) contém aproximadamente
460 espécies, e € 0 unico a penetrar em regides temperadas. Originario da Europa e
Asia apresenta uma ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, sendo
ausente somente em locais extremamente secos e/ou frios (Robson, 2006). As
espécies deste género sdo amplamente utilizadas na medicina popular, devido as
suas propriedades fitoterapicas (Couceiro et al, 2006).

Clusiaceae divide-se em trés subfamilias (Kielmeyeroideae, Hypericoideae e
Clusioideae), sendo Hypericoideae considerada por alguns taxonomistas como uma
familia distinta, devido a diversidade morfolégica que apresenta (Gustafsson et al,
2002). O género Hypericum possui caracteristicas tdo distintas que, as vezes, €
considerado como uma familia independente, Hypericaceae (Takhtajan, 1997).

Robson (1981) sugeriu a divisdo do género em 30 diferentes secdes baseadas
em caracteristicas morfologicas, citologicas e ecoldgicas, presenca de glandulas

escuras ou palidas, distribuicdo geografica, modo de reproducéo, entre outros (Figura



1). A partir da determinacdo do nimero cromossdmico e citometria de fluxo, Matzk et
al (2003) complementaram os estudos realizados por Robson (1981) e propuseram a
separacao das secOes com base nos valores C de DNA (1C: quantidade de DNA de

um nucleo haploide) e nimeros cromossodmicos, entre espécies apomiticas e sexuais.
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1 Camphylosporus 11 Campylopus 21 Webbia

2 Psorophytum 12 Origanifolia 22 Arthrophyllum
3 Ascyreia 13 Drosocarpium 23 Triadenioides
4 Takasagoya 14 Oligostema 24 Heterophylla

5 Androseamum 15Thassia 25 Andenotrias

6 Inodora 16 Crossophyllum 26 Humifusoideum
7 Roscyna 17 Hirtella 27 Adenosepalum
8 Bupleuroides 18 Taeniocarpium 28 Elodes

9 Hypericum 19 Coridium 29 Brathys
9aConcinna 20 Myriandra J0igynobrathys

FIGURA 1. Arvore genealdgica das secdes do género Hypericum (adaptada de

Robson, 1981).



No Brasil, principalmente nas Regifes Sul e Sudeste, ocorrem cerca de 20
espécies do género, as quais pertencem a apenas duas secdes, Brathys (29) e
Trigynobrathys (30). As secbes 29 e 30 contem dois e 18 representantes nativos,
respectivamente (Figura 1) (Robson, 1981).

A distribuicao de hipericina e pseudo-hipericina nas espécies de Hypericum tem
importante valor taxonémico para a classificacao infragenérica. Estes compostos nao
sdo encontrados nas sec¢des mais primitivas como Ascyreia (3), Androsaemum (5),
Inodorum (6), Roscyna (7), Bupleuroides (8) e Spachium (Tryginobrathys) (30), mas
ocorrem frequentemente nas sec¢des Hypericum (9), Adenosepalum (27) e Olympia
(10) (Kitanov, 2001).

Nogueira et al (2008) ao analisarem quimiotaxonomicamente H. perfoliatum L.
(secéo Drosocarpium), H. humifusum L., H. linarifolium Vahl. (secdo Oligostema), e H.
pulchrum L. (secdo Taeniocarpium), observaram algumas variacbes quantitativas
intra-especificas na composicdo quimica dos Oleos, possivelmente resultante de
diferentes estagios fenologicos da planta e/ou diferentes origens geograficas, porém
estas diferencas ndo foram relevantes o suficiente para separar os 6leos essenciais
de cada espécie. Por outro lado, as diferencas na composicao do 6leo essencial entre
as espeécies analisadas foram relevantes, dando, entdo, suporte a classificacdo
taxondmica baseada em caracteres morfolégicos.

De acordo com Matzk et al (2003) os individuos apomiticos da secao Ascyreia
sdo evolutivamente mais antigos que os da secdo Hypericum, pois possuem maior
contetdo de DNA por genoma e por cromossomo, e compreendem 85% da variagdo

total do contetido de DNA do género.



2.1.2. Morfologia

A maioria das plantas da familia Clusiaceae sao lenhosas, arbéreas,
arbustivas ou subarbustivas, com algumas herbaceas. As folhas sao simples,
opostas ou verticiladas, inteiras, com bases livres ou conadas, muitas vezes
coriaceas e translicido-pontuadas e, apresentam meatos oleiferos. As flores,
quase sempre vistosas, sao actinomorfas, hermafroditas ou unissexuais e
possuem prefloracéo valvar. As inflorescéncias sao terminais e racemosas, e
raramente sdo encontradas flores solitarias. O fruto em geral é seco, podendo
ser drupaceo ou baciforme (Schultz, 1984).

As espécies do género Hypericum variam de héabito herbaceo a
arboreo, além de mostrarem uma ampla variacdo morfologica na distribuicdo e
natureza das glandulas punctiformes (Robson, 2006). Conforme citado por
Slusarski et al (2007), sdo ervas anuais ou perenes, subarbustos ou arbustos,
eretos ou decumbentes; o caule é cilindrico na base e quadrangular na parte
superior. As folhas sdo isomorficas ou heteromorficas, sésseis, opostas e
cartaceas ou membranaceas. As flores sdo hermafroditas, apresentam
pedicelo, corola actinomorfa, de coloragcdo amarela ou alaranjada, e presenca
ou nado de glandulas punctiformes marginais nas sépalas e pétalas. O fruto é
do tipo cépsula septicida e as sementes, numerosas, sao oblongas, amarelas
ou negras e reticuladas. Conforme Driemeier-Kreimeier et al (2007), para H.
caprifoliatum, ha aproximadamente 48.800 sementes por grama.

Estudos de anatomia vegetal demonstraram que este género é
caracterizado pela presenca de diferentes tipos de estruturas secretoras
(glandulas translucidas, negras e canais secretores), as quais caracterizam-se

por ser o local de sintese e/ou acumulo de substancias biologicamente ativas,



importantes na discriminacdo entre os taxons (Cicarelli et al, 2001). As
glandulas palidas ou translicidas sdo encontradas em todas as espécies, no
entanto, 0 mesmo ndo é regra para as glandulas negras, que apresentam
dispersdo restrita, uma vez que a sua ocorréncia € um forte indicio da
presenca de hipericina e derivados nesta estrutura glandular (Robson, 1981).
Ferraz et al (2004) ao analisarem algumas espécies nativas do Rio Grande do
Sul (H. brasiliense Choisy, H. carinatum, H. caprifoliatum, H. connatum Lam.,
H. cordatum Vell., H. myrianthum Cham. & Schlecht., H. piriai Arechav. e H.
polyanthemum) verificaram que estas ndo apresentavam hipericina e seus
derivados. Conforme proposto por Robson (1981), as espécies nativas do
Brasil sdo caracterizadas pela auséncia de glandulas negras, apresentando
somente glandulas pélidas, as quais sdo responsaveis pela producdo de

outros metabdlicos secundarios com atividade fitoterapica.

2.1.3. Importancia

Plantas pertencentes a familia Clusiaceae sdo bem conhecidas pela
medicina popular, pois apresentam uma ampla variedade de usos, tais como
antiinflamatorio, anti-hemorragico e antimicrobiano. Em varias partes do
mundo, representantes do género Hypericum tém sido usados com propadsito
medicinal e, assim, compostos antifingicos, antibibticos, antivirais e
anticancer tém sido isolados destas espécies (Nor, 2006). Investigacdes
guimicas do género tém levado ao isolamento de mais de 100 compostos das
folhas e flores de aproximadamente 20 espécies, com diferentes atividades

biologicas (Barnes et al, 2001).



A erva de Sao Joao ou hipérico (H. perforatum), nativa da Europa e
Asia tem sido foco de muitos estudos, devido ao seu uso como medicamento
natural. Apresenta propriedades antiinflamatoria, sedativa, cicatrizante,
analgésica e diurética, sendo util também para problemas neuroldgicos, como
depressdo, uma vez que 0 extrato parece ter uma significante atividade
antidepressiva (Couceiro et al, 2006; Urbanova et al, 2006; Diniz et al, 2007).
Na Europa, Estados Unidos e América do Sul os extratos da erva de Sao Joao
sdo usados para o tratamento de depressdo média a moderada (Viana et al,
2005).

Santos-Filho & Bernardo-Filho (2005), ao analisarem o efeito do extrato
de hipérico na marcacdo in vitro de elementos sanguineos em ratos,
concluiram que o extrato pode alterar a marcacao dos elementos sanguineos
com o radiofarmaco, diminuindo a captacdo no 0sso, musculo e tiredide e
aumentando a fixacdo do radiofarmaco no pancreas. Embora os resultados
obtidos tenham sido com animais, sugere-se precaucdo com 0s exames de
medicina nuclear em pacientes que utilizam H. perforatum como
medicamento.

Segundo Couceiro et al (2006) os extratos de H. perforatum contém
mais que 25 compostos bioativos, dentre estes se destaca a hiperforina,
pseudohipericina e hipericina. Por anos se acreditou que a hipericina fosse
responsavel pela atividade antidepressiva, porém, estudos experimentais e
clinicos recentes indicaram que a hiperforina é o principal componente
envolvido em tal atividade. Ambos compostos bioativos, pseudohipericina e
hipericina foram relatados por inibir diversas viroses encapsuladas, incluindo

herpes e HIV.
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Devido as atividades atribuidas a H. perforatum, a pesquisa em
espécies nativas do género tem levado a descoberta de varias moléculas
bioativas. Segundo Viana et al (2003) e Couceiro et al (2006), as espécies sao
utilizadas como medicinais pela populacdo, devido as inUmeras propriedades
fitoterapicas. Até 1995, apenas a espécie H. brasiliense havia sido estudada
apresentando atividade antifungica e antibacteriana. A partir de 1998, o
Programa de POs-Graduacdo da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul iniciou a avaliagdo quimica e farmacologica de
espécies nativas do Rio Grande do Sul, com a perspectiva de encontrar
propriedades semelhantes as de plantas exoticas do mesmo género.

Schmitt et al (2001) investigaram trés espécies (H. caprifoliatum, H.
polyanthemum e H. connatum) nativas do sul do Brasil quanto a atividade anti-
viral e observaram que H. connatum foi a que apresentou maior atividade
contra o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV).

Viana (2002) analisou extratos de H. caprifoliatum, H. piriai, H.
cordatum, H. carinatum, H. connatum e H. polyanthemum quanto a potencial
atividade antidepressiva em ratos no Teste de Natacdo Forcada, observando
que, apenas H. caprifoliatum apresentou reducéo no tempo de imobilidade,
preditivo de atividade antidepressiva, corroborando dados obtidos por Daudt
et al (2000).

A partir do estudo da constituicdo quimica das partes aéreas de H.
caprifoliatum (escadinha), observou-se a presenca de derivados de
floroglucinol (hiperbrasilol B) e dois flavondéides (quercetina e hiperosideo), os
guais podem ser considerados como marcadores quimiotaxondmicos das

secdes Brathys e Trigynobrathys, nas quais estdo sendo classificadas todas
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as espécies sul americanas (Nor, 2006). Comumente encontrados em
Hypericum, os derivados de quercitina podem estar envolvidos em atividades
biolégicas, como a acdo antidepressiva de H. perforatum (Viana et al, 2005;
Nor, 2006).

O potencial terapéutico das espécies nativas, inclusive para o
tratamento de doencas de origem bacteriana, torna-se evidente, em vista da
grande variedade de substancias farmacologicamente ativas encontradas. Ao
testar a atividade antimicrobiana dos extratos sobre bactérias, Dall’Agnol
(2003) observou que H. carinatum e H. connatum n&o apresentaram atividade
sobre as bactérias testadas. Por outro lado, H. caprifoliatum e H. myrianthum
foram ativos nas concentracdes de 100 e 200 pg/mL, frente a Staphylococcus
aureus, enquanto que o extrato de H. polyanthemum, nas mesmas
concentragbes foi ativo frente ao Bacillus subtilis e Micrococcus luteus
(Dall’Agnol et al, 2003/2005).

Avancini & Wiest (2002), também analisaram a atividade antibacteriana
de H. caprifoliatum e a confirmaram, sugerindo a possibilidade da utilizacao do
extrato como desinfetante e anti-séptico em determinadas situacoes.

Visando verificar o efeito antiproliferativo de espécies de Hypericum do
Sul do Brasil, Ferraz et al (2004) avaliaram extratos metandlicos brutos de seis
espécies (H. caprifoliatum, H. myrianthum, H. connatum, H. carinatum, H.
ternum e H. polyanthemum), frente a duas linhagens de células (carcinoma de
c6lon humano e células ndo pequenas de carcinoma de pulméao). Considerou-
se ativo os extratos de H. caprifoliatum e H. myrianthum, os quais inibiram
mais de 75% do crescimento celular das linhagens derivadas de tumores

humanos. Posteriormente, apds o fracionamento dos extratos com solventes,
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as espécies foram reavaliadas quanto a atividade citotoxica, frente as mesmas
células testadas anteriormente, e observou-se que H. caprifoliatum, H.
myrianthum e H. polyanthemum (Ferraz et al, 2005) mostraram-se mais ativas,
comprovando a atividade antiproliferativa dos benzopiranos.

Fenner et al (2005) analisaram a atividade antifungica de algumas
espécies brasileiras de Hypericum (H. caprifoliatum, H. carinatum, H.
connatum, H. ternum, H. myrianthum e H. pirai) e observaram que somente 0s
extratos de H. ternum A. St.-Hil. mostraram atividade significante, pois inibiram
todas as espécies do género Candida testadas.

Estudos relatam atividade antioxidante para espécies de Hypericum, o
que € esperado, ja que a presenca de compostos fendlicos € comum nestas
plantas. As propriedades antioxidantes demonstradas por extratos de H.
perforatum podem ser em parte responsaveis por alguns efeitos terapéuticos
atribuidos a esta planta, tais como as propriedades antiinflamatorias e a acéo
no sistema nervoso central. Por isso, Bernardi (2007) analisou extratos
metandlicos de H. caprifoliatum, H. carinatum, H. myrianthum e H.
polyanthemum, confirmando o potencial antioxidante, porém por ter-se uma
avaliacdo preliminar, sdo necessarios testes com métodos complementares
gue expressem o perfil antioxidante de forma mais completa.

Diniz et al (2007) analisaram a alteracdo dos metabdlitos secundarios
em plantas de H. perforatum submetidas a secagem e ao congelamento e,
observaram reducdo na concentracdo de hipericina devido a secagem ou ao
congelamento e armazenamento a -20 °C, representando uma limitacdo para
o preparo de medicamentos fitoterapicos que utilizem em sua férmula a

hipericina. Conforme Urbanova et al (2006), em plantas de H. perforatum
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regeneradas e submetidas a criopreservacdo, o conteudo de hipericina
permaneceu estavel.

Plantas de H. perforatum que crescem em diferentes regides da Italia,
Australia e Pacifico norte nos Estados Unidos mostram variagcbes nas
concentracfes dos compostos bioativos, sugerindo que regibes geograficas
proximas sintetizam diferentes quantidades dos componentes, devido as
mudancas ambientais. Em ambiente controlado € possivel se obter aumento
na producdo de compostos especificos, facilitando o desenvolvimento de
produtos com alta qualidade e consisténcia, mas, mesmo assim, ainda
ocorrem variagcdes nas concentracbes dos compostos bioativos e producao de
biomassa, enfatizando entdo a importancia da selecdo de um germoplasma
superior (Couceiro et al, 2006).

Conforme Abreu & Mazzafera (2005), estudos mostraram que fatores
ambientais exercem influéncia sobre a producdo de metabdlitos secundarios
em H. brasiliense. Foi observado que o estresse hidrico gerou aumento nos
niveis de todos os compostos analisados, principalmente os compostos
fendlicos e, quanto ao fator temperatura, a resposta foi variavel de acordo com
o composto. Portanto, € possivel aumentar o conteudo de compostos
farmacologicamente desejaveis pela manipulagéo de técnicas agricolas.

Em H. brasiliense também foi testada a distribuicdo de substancias
bioativas durante o crescimento da planta. Abreu et al (2004) observaram que
a maior concentragdo de compostos fendlicos ocorreu durante o florescimento

e de terpenos durante a frutificagéo.
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Enfim, mais estudos terapéuticos devem ser realizados com as
espécies nativas do Brasil, pois devido as suas potencialidades, se

caracterizam como promissoras nha industria de fitoterapicos.

2.2. Outros estudos com espécies de  Hypericum

O interesse na conservacao de germoplasma de plantas medicinais
esta crescendo, e quando possivel, o banco de sementes € o sistema mais
eficiente para a conservacao ex situ destes recursos genéticos (Pérez-Garcia
et al, 2006). Segundo Cirak et al (2007) geralmente a capacidade de
germinacao de espécies de Hypericum é muito baixa devido a dorméncia das
sementes. Por isso, a presenca de luz, reguladores de crescimento (acido
giberélico e acido indol-acético), tratamento quimico com nitrato de potassio e
agua quente tem sido recomendado para quebrar a dorméncia e acentuar a
germinacao.

Estudando o comportamento da germinacdo de sementes de H.
perforatum em 68 populagbes de campo, Pérez-Garcia et al (2006)
observaram que a percentagem de germinacéo final foi altamente variavel,
dependendo do acesso, variando de 6 a 98% / 6 a 23 dias. Sementes de
quatro acessos com baixa germinacdo foram submetidas a diferentes
tratamentos (térmico e &cido giberélico) que poderiam aumentar a
germinacao. Os autores observaram que a germinacao foi promovida pelo
acido giberélico em dois dos quatro acessos, sendo que o tratamento térmico
ndo influenciou as percentagens de germinacdo. Devido a alta variagédo
interpopulacional, concluiram que nado é possivel, baseado em uma

populacédo, caracterizar o comportamento germinativo de toda espécie.
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Durante o processo de domesticagdo as plantas acumularam,
gradualmente, caracteristicas que facilitaram a producdo agricola, como a
perda dos mecanismos de disperséo natural e germinacédo rapida da semente.
Estudos comparativos entre H. perforatum e H. brasiliense permitiram concluir
que a presenca de luz € necessaria para germinacado de sementes em ambas
as espécies, mas exerce um efeito maior sobre a segunda, a qual possui
menor grau de domesticacao. Foi observado também que o umedecimento do
substrato com solucéo de nitrato de potassio a 0,02% favoreceu somente a
germinacao de H. brasiliense (Faron et al, 2004).

De acordo com Driemeier-Kreimeier (2005), as sementes de H.
perforatum tiveram uma germinacdo mais uniforme que as sementes de H.
caprifoliatum. Dos tratamentos utilizados para superagdao de dorméncia de H.
caprifoliatum foi observada uma baixa efichcia da solucdo de nitrato de
potassio a 0,02%. Ja o tratamento com acido giberélico se mostrou eficiente,
uma vez que as giberilinas sdo importantes na germinacdo de sementes, pois

estdo envolvidas na mobilizacdo de reservas do endosperma.

2.3. Citogenética: consideracdes gerais

Estudos citogenéticos compreendem todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, no que diz
respeito & morfologia, organizacdo, funcédo e replicacdo, bem como na sua
variacéo e evolucéo (Guerra, 1988).

Singh (1993) considera a citogenética como uma ciéncia que combina
analise dos cromossomos (técnicas de coloracdo cromossdmica), funcéo e

movimento (divisdo celular, mitose e meiose), numero e estrutura (analise do
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cariétipo), bem como modificacbes da estrutura e comportamento e, como
estao relacionados a recombinacao, transmissao e expressao dos genes.

Segundo Lacadena (1996) a citogenética tem como objetivo principal,
analisar e explicar como a estrutura e o comportamento dos cromossomos
garantem a tripla funcéo de conservar a informacao genética entre as células
de um organismo pluricelular, transmiti-la de pais para filhos e libera-la de
forma ordenada para controlar as fungbes celulares e o desenvolvimento do
organismo, estudando os controles e variacbes, suas conseqiéncias
genéticas e implicagcbes evolutivas, assim como as aplicagbes no
melhoramento genético de plantas e animais.

Os estudos citogenéticos possibilitam a obtencdo de informacdes
basicas para a caracterizacdo citoldgica e, permitem que diferencas possam
ser encontradas entre as espécies, aléem de serem de fundamental
importancia para o estudo evolutivo, relacao filogenética e polimorfismos intra
e interespecificos (Love, 1949; Pozzobon, 2005).

O conhecimento gerado pela citogenética € de grande importancia para
um programa de melhoramento, uma vez que ajuda a selecionar materiais
adequados e a manter uma monitoracdo constante, revelando possiveis
alteracbes na fertilidade dos individuos. Conforme Sybenga (1998), a
citogenética possui duas fungbes principais no melhoramento de plantas:
primeiramente, gerar informacfes e, posteriormente, fornecer métodos para
manipulagcdo genética. As informacbes citogenéticas importantes ao
melhorista sdo aquelas ja existentes sobre o material que estd sendo
trabalhado, sobre a metodologia que sera utilizada durante o trabalho e, as

novas informagdes que irdo surgindo ao longo do projeto.
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A citogenética convencional também possui um papel importante nos
estudos evolutivos e taxondmicos, uma vez que auxilia nos problemas de
classificacdo e identificacdo taxonémicas, além de melhorar a compreenséo
evolutiva dos grupos (Stace, 2000). Varios trabalhos dentro da citogenética
vém sendo realizados para esclarecer questbes envolvendo taxonomia e
evolucdo (Conterato & Schifino-Wittmann, 2006) e origem e evolugdo das
espécies (Pozzobon et al, 2006).

A partir da década de 80, com o desenvolvimento da citogenética
molecular, técnicas de FISH (Hibridacdo Fluorescente in situ) e GISH
(Hibridacdo Gendmica in situ) passaram a ser amplamente empregadas, por
permitirem a identificacdo de alteracbes cromossdmicas, pProcessos
envolvidos na especiacdo (Bennet, 1995; Stace, 2000) e, identificacdo e
caracterizacdo de genomas em hibridos inter-especificos e inter-genéricos
(Raina & Rani, 2001).

Conforme Pagliarini & Pozzobon (2004) estudos citogenéticos
envolvendo a contagem do numero de cromossomos (Maciel & Schifino-
Wittmann, 2002), determinacdo do nivel de ploidia, avaliacdo do
comportamento meiético e fertilidade do pélen (Corréa et al, 2005; Pozzobon
& Schifino-Wittmann, 2006) sao de fundamental importancia na caracterizagéo

de cole¢bes de germoplasma.

2.3.1. Citogenética e biologia reprodutiva do géner o Hypericum
Apesar da grande importancia do género Hypericum, os estudos
relacionados a citogenética e biologia reprodutiva sdo escassos, havendo um

maior nimero de trabalhos relacionados as propriedades farmacoldgicas das
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espécies. A busca de estratégias de melhoramento para o género requer um
melhor entendimento destas plantas sob o ponto de vista citogenético e
reprodutivo.

Nielsen (1924) determinou 0 numero cromossdmico de 16 espécies do
género Hypericum e observou que o numero basico (x) foi variavel (7, 8, 9)
entre as se¢des Roscyna, Androsaemum, Euhypericum e Myriandra. Porém,
somente foi encontrada variacdo quanto ao numero basico dentro da secéo
Hypericum (Euhypericum).

Robson & Adams (1968) apresentaram 0s numeros cromossémicos de
espécies do género Hypericum determinados por outros autores. O numero
basico foi bastante variavel (7, 8, 9, 10, 12) entre e dentro de sec¢des.

Kogi (1984) analisou espécies de Hypericum ocorrentes no Japédo e
observou, para a maioria dos individuos, nimero basico igual a oito.

Entre as 71 espécies diploides e tetraploides de Hypericum, avaliadas
por Matzk et al, (2003) foi encontrada uma ampla variacdo em relagdo ao
namero cromossémico, uma vez que o numero basico foi 7, 8, 9 ou 10. Nas
espécies com reproducdo sexual, 0 nimero cromossodmico variou entre 14 e
40, e de 28 a 38 nas espécies apomiticas. Porém, quando comparada com a
diferenca entre o valor C médio de espécies apomiticas e sexuais, a diferenca
relativa do nimero cromossémico médio foi menor, mas também significativa.

Ao analisarem a estabilidade do numero cromossémico e o indice
mitotico de meristemas criopreservados de H. perforatum dipléide (2n=2x=16),
com numero cromossémico basico x=8, observaram que 0s meristemas nao
apresentaram nenhuma alteracdo em numero cromossomico (Urbanova et al,

2002; Urbanova et al, 2006) e, o indice mitético de meristemas
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criopreservados variou de 96% a 99%, nédo diferindo significativamente das
amostras controle (Urbanova et al, 2002).

Segundo estudos de Brutovskd et al (2000b) os cromossomos de
Hypericum tem centrdbmeros medianos ou submedianos. A partir da analise
cariomorfologica de H. perforatum, observou-se que cinco de oito
cromossomos do conjunto basico possuem o centrdmero mediano. Kogi
(1984) analisou algumas espécies de Hypericum distribuidas no Japédo e
mostrou que 0 conjunto cromossomico dipléide inclui apenas um par de
cromossomos com centrdmero submediano e sete pares de cromossomos
com centromero mediano. Destes, um apresenta cromossomos longos,
podendo facilmente ser distinguido do restante e outro par, apresenta
satélites.

Normalmente, o H. perforatum é tetraploide (2n=4x=32), podendo
ocorrer individuos dipldides (2n=2x=16) e hexaploides (2n=6x=48) (Brutovska
et al, 2000b; Mayo & Langridge, 2003). Esta espécie apresenta cromossomos
muito pequenos (0.78-1.52 um) e similares (Brutovsk& et al, 1998; Brutovska
et al, 2000b). De acordo com Campebell & Delfosse, citado por Brutovska et al
(1998), H. perforatum é produto de uma hibridac&o antiga entre dois diploides,
H. maculatum subs. maculatum Crantz e H. attenuatum L., com subseqtiente
duplicacdo cromossomica.

Brutovska et al (2000a) realizaram analise comparativa de cariotipo
para as trés espécies acima citadas por meio da hibridacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) com sondas 5S/25S de DNA ribossémico. A similaridade
da regido organizadora do nucléolo (NOR) e cromossomos portando regido

5S rRNA indicaram que H. perforatum teve origem de um ancestral comum



20

com H. maculatum Crantz via autopoliploidizacdo, devido a apomixia
facultativa ao invés de um evento de hibridacéo interespecifica.

Em relacdo as espécies nativas do Brasil, os trabalhos relacionados a
determinacdo do numero cromossémico sao bastante escassos. Conforme
Matzk et al (2003), para a secao 29 (Brathys) ainda n&o foram realizados
estudos quanto ao numero cromossdémico e quantidade de DNA, enquanto
que para a secao 30 (Trigynobrathys), que compreende 18 das 20 espécies
nativas, realizou-se estudos apenas para duas espécies. H. japonicum Thunb.
e H. gentianoides L., ambas com reproduc¢éo sexual obrigatéria, apresentaram
namero cromossémico somatico de 2n=16 e 2n=18 e um valor C de DNA de
1.3 e 2.0, respectivamente.

Moraes (2007) ao analisar citogeneticamente trés espécies de
Hypericum nativas (H. brasiliense, H. cordatum e H. ternum), registrou
nameros cromossomicos inéditos para as mesmas, sendo 2n=16, 2n=56 e
2n=36, respectivamente. Assim, H. cordatum possivelmente é uma espécie
heptaploide (x=8), enquanto que H. ternum provavelmente é tetrapldide (x=9).

Hoar & Haertl (1932) observaram algumas irregularidades meidticas em
H. perforatum, e concluiram que estas, provavelmente, seriam a causa da alta
taxa de formacdo de grdos de pélen morfologicamente estéreis. No entanto,
as demais espécies analisadas apresentaram comportamento meiético
aparentemente normal. Clarke (1975) também observou producdo de graos
de pdélen morfologicamente irregulares em diversas espécies, dentre as quais
estao inclusas H. caprifoliatum e H. connatum, ambas nativas do Brasil.

Urbanova et al (2002) relata que a espécie H. perforatum é apomitica

facultativa, podendo se reproduzir via trés formas: apomitica, partenogenética



21

ou sexual. Segundo Asker & Jerling (1992), citado por Dall’Agnol & Schifino-
Wittmann (2005) a apomixia consiste na formacdo de sementes sem que
tenha ocorrido a fusdo dos gametas masculino e feminino, e € descrita em
aproximadamente 15% das familias das angiospermas, sendo mais frequente
em gramineas (Poaceae), Asteraceae, Rosaceae e Rutaceae.

Conforme citado por Moraes (2007), Noack (1939) observou que
apenas 3% dos sacos embrionarios em H. perforatum tém origem sexual, e
97% sao apomiticos pseudogamicos. Relatou também que, embora a meiose
na célula mae do pdlen seja predominantemente normal, foi detectada a
presenca de cromossomos retardatarios e uma percentagem de gréos de
polen estéreis. A esterilidade observada pode estar relacionada com a
presenca de uma forma de reproducédo comumente relatada para o género, a
apomixia.

Utilizando progénies e somaclones de H. perforatum, Haluskova &
Cellarova (1997) analisaram a variabilidade genética e a heranca do modo de
reproducdo através de marcadores moleculares RFLP. Contrastando com os
dados obtidos por Noack (1939) observaram que mais de 3% das progénies
se reproduzem sexualmente, no entanto mais individuos devem ser
analisados para se ter resultados mais precisos. Arnholdt-Schmitt (2000)
utiizando marcadores RAPD, observou uma variagcdo de 80-100% de
progénies idénticas, mostrando, entdo, que esta técnica pode auxiliar em
estudos para elucidar o modo de reproducéo desta espécie.

Posteriormente, Matzk et al (2001) afirmaram que estas ferramentas
(RAPD e RFLP) podem ser ineficientes e levar a conclusdes errbneas sobre o

modo de reproducdo devido a alta variabilidade que o mesmo apresenta
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dentro de H. perforatum. A andlise citolégica do saco embrionario pode ser
uma ferramenta valiosa para complementar os marcadores moleculares, ja
que progénies homogéneas podem ser geradas por reproducdo sexual
autdgama (Arnholdt-Schmitt, 2000).

Mayo & Langridge (2003) analisaram populacdes australianas de H.
perforatum através de marcadores moleculares (AFLP e RFLP) e observaram
que sete progénies de um total de 121 tinham padrédo de bandas diferente do
materno. O restante, 94,2% compreendia progénie tetraploide com padréo de
bandas idéntico ao materno e, provavelmente, estas tenham sido geradas
apomiticamente de sacos embrionarios pseudogamicos néo reduzidos.

A relacdo genética entre 15 populacdes italianas de H. perforatum foi
analisada a partir de marcadores moleculares (RAPD, ISSR e AFLP). De
acordo com Barcaccia et al (2006) a diversidade genética observada entre as
populacdes foi variavel e é gerada pelo modo de reproducao caracteristico da
espécie, que € a apomixia facultativa.

Segundo Pank et al (2003), na espécie H. perforatum ha uma
correlacdo entre nivel de ploidia e modo de reproducéo, onde diploidia esta
correlacionada com reproducdo sexuada e a poliploidia com apomixia. Esta
correlacdo sugere, entdo, estratégias para programas de melhoramento,
cruzando plantas-mde dipldides sexuais com apomiticos facultativos
tetrapldides, a fim de se obter variabilidade genética.

Usberti Filho (1981) relata que a maioria das forrageiras tropicais de
importancia econdmica (géneros Paspalum, Panicum, Pennisetum, Poa,

Cenchrus) reproduzem-se por apomixia facultativa, havendo associacao entre
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apomixia e poliploidia. De acordo com Martinez et al (2007), em Paspalum,
plantas diploides se reproduzem sexualmente e as tetraploides por apomixia.

A estabilidade genética, em nivel molecular, foi avaliada em 50 plantas
de H. perforatum originadas de cinco genétipos diploides e, revelou
variabilidade genética inter e intra-genotipica. O alto grau de variabilidade é
devido ao modo de reproducdo sexual, o qual € prevalente em plantas
diploides da espécie em contraste aos tetrapldides que se reproduzem por
apomixia facultativa (Urbanova et al, 2006).

Matzk et al (2003) avaliaram 71 espécies/subespécies do género
Hypericum, das quais 16 sdo apomiticas e 55 sédo sexuais, relacionando modo
de reproducédo com tamanho do genoma, que consiste na quantidade de DNA
nuclear de um individuo. Observaram que o valor C (quantidade de DNA de
um nucleo haploide) médio variou entre 1,3 a 6,0, sendo nas espécies sexuais
de 1,3 a 3,7 e nas espécies apomiticas de 3,1 a 6,0, sugerindo entéo
diferencas altamente significativas entre o modo de reproducdo sexual e o
modo apomitico. Portanto, o tamanho do genoma foi significativamente maior
para espécies apomiticas que para espeécies sexuais, devido ndo somente a
poliploidizacdo, mas também ao maior conteido de DNA por cromossomo.

A citometria de fluxo por screen de sementes (FCSS) permite
discriminar processos de reproducdo sexual ou assexual baseada em
conteado de DNA do nucleo do embrido e do endosperma. Usando esta
técnica foram descritas 11 diferentes rotas reprodutivas para H. perforatum
onde 113 acessos foram caracterizados quanto ao modo de reprodugéo.
Foram descritas sementes individuais que originaram dois sacos

embrionarios, sendo o endosperma de um apospoérico e 0 embrido de um
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sexual. O endosperma geralmente se desenvolve de forma pseudogamica,
mas em alguns casos se observou o desenvolvimento de forma autbnoma
(Matzk et al, 2001).

Abreu et al (2003) realizaram andlise isoenzimatica de uma populagéo
de H. brasiliense e observaram uma baixa variabilidade genética intra-
populacional, sugerindo, entdo, a existéncia de um modo de reproducao
assexual.

Apesar da grande importancia do género Hypericum, ndo existem, na
literatura disponivel, outros trabalhos de citogenética e/ou molecular, além dos
citados anteriormente. Sabe-se que a citogenética, aliada aos marcadores
moleculares, pode gerar informacgdes importantissimas para 0os programas de
melhoramento genético. No entanto, ainda ha muito a ser feito em Hypericum,
ja que a grande diversidade disponivel, principalmente a nativa do sul do

Brasil, ndo foi totalmente explorada.



3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Citogenética Vegetal
e Eletroforese do Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia
(DPFA), Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (UFRGS).

3.1. Material

As inflorescéncias de 15 populacdes, utilizadas neste trabalho, foram
coletadas em saidas de campo na metade Norte do Estado do Rio Grande do
Sul. Além destas, foi coletado material em trés populacbes antropogénicas,
ambas obtidas na Faculdade de Agronomia. As coletas (inflorescéncias,
mudas e sementes), tanto nas populagdes naturais quanto nas
antropogénicas, foram populacionais. Foi coletado material de quatro
espécies, sendo H. caprifoliatum, H. cf carinatum e H. polyanthemum nativas
do Rio Grande do Sul e H. perforatum exatica (Figura 2).

A Tabela 1 indica os locais de coleta e o tipo de material coletado para

cada populacao de Hypericum.
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TABELA 1. Numero dado a cada populagdo de Hypericum, coletor e nimero
de registro no herbario (ICN), local de coleta, data e horario da
coleta e material coletado. Porto Alegre, RS. 2006/2007.

Numero Coletor®/ Localizag&o Data e Material
populacéo ICN horério coletado
da coleta
H.
caprifoliatum APGN/ Estufa do Laboratério 17-01-06 Botdes-Sementes,
1 151667 de Biotecnologia em 10:00h ponta de raiz
Horticultura/UFRGS
2 APGN/ BR 290, 24-10-06 Botbes-
151668 Km 131-132, 15:00h Sementes-Mudas
Eldorado do Sul -RS
3 APGN/ Campus do 30-10-06  BotBes-Sementes-
151673 Vale/UFRGS, Porto 9:00h Mudas
Alegre-RS
4 APGN/ Linha Progresso 03-11-06 Botbes-Sementes-
151674 Sananduva-RS 17:00h Mudas
5 APGN/ FEPAGRO 06-12-06 Botbes-
151675 Viaméao-RS 10:30h Mudas
6 IC s/n BR 285 19-12-06 Botbes-
Lagoa Vermelha-RS 15:00h Sementes
7 APGN/ BR 116, Km 164 26-12-06 Botbes-
151676 Galdpolis-RS 12:00h Sementes
8 APGN/ BR 116, Km 77 26-12-06 Botbes-
151677  Campestre da Serra- 15:00h Sementes
RS
9 APGN/  Marcelino Ramos-RS, 01-01-07 Botbes-
151678  proximo ao balneério 18:00h Sementes
10 APGN/  BR 386, Km 409-410, 04-01-07 Botbes-
151679 Triunfo-RS 11:00h Sementes
11 APGN/  BR 386, Km 350-351, 04-01-07 Botbes-
151669 Estrela-RS 12:00h Sementes
12 APGN/  BR 386, Km 336-337, 04-01-07 Botbes-
151670 Lajeado-RS 12:30h Sementes
13 APGN/ RST 453, Km 73-74, 04-01-07 Botbes-
151671 Boa Vista do Sul-RS 14:00h Sementes
14 APGN/ RST 453, Km 87-88, 04-01-07 Botbes-
151672 Carlos Barbosa-RS 14:30h Sementes
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...continuacao.

TABELA 1. Numero dado a cada populacdo de Hypericum, coletor e nimero
de registro no herbario (ICN), local de coleta, data e horéario da
coleta e material coletado. Porto Alegre, RS. 2006/2007.

NUumero Coletor® Localizacéo Data e Material
populacéo /ICN horéario da  coletado
coleta
H. cf
carinatum
15 APGN/ BR 290, Km 120, 24-10-06 Botbes-
151665 Eldorado do Sul -RS 14:00h Sementes
-Mudas
16 APGN/ BR 386, Km 382, Tabai-RS 04-01-07 Botbes-
151666 11:30h Sementes
H.
polyanthemum
17 APGN Casa de vegetacao/ 08/10/07 Botdes
s/n Departamento de Plantas 10:00h
Forrageiras UFRGS - Porto
Alegre-RS
H.
perforatum
18 APGN Casa de Maio a Ponta de
s/n vegetacao/Laboratorio de agosto/ raiz
Citogenética UFRGS — Porto 2007,
Alegre-RS 10:00-
14:00h

& APGN — Ana Paula Guisso Navarini — UFRGS — Porto Alegre — RS
IC — lonara Conterato — UFRGS — Porto Alegre - RS

3.1.1.Descricao das populacdes e locais de coleta
H. caprifoliatum:

Populacdo 1 - populacdo antropogénica, localizada no municipio de
Porto Alegre, Faculdade de Agronomia da UFRGS, casa de vegetacdo do
Laboratério de Biotecnologia em Horticultura. As mudas foram produzidas via
micropropagacao, a partir de meristemas apicais de plantas matrizes
disponiveis na estufa do Laboratorio. As plantas matrizes, oriundas de

sementes coletadas em Teutbnia (RS), fazem parte do trabalho de mestrado
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de Rosemari Driemeier-Kreimeier, realizado em 2004 (Driemeier-Kreimeier,

2005).

FIGURA 2. a) H. caprifoliatum (populagéo 1); b) H. cf carinatum (populacéo
15); c¢) H. polyanthemum (populagcdo 17); d) H. perforatum
(populacgéo 18).

Populacdo 2 — populacdo natural, localizada em Eldorado do Sul-RS,
BR 290, entre o Km 131 e 132. Populacdo grande com individuos agrupados
e, quase todos, em estadio de florescimento. Situada em beira de estrada e

ambiente seco.
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Populacdo 3 — populacéo natural, localizada em Porto Alegre, Campus
do Vale — UFRGS, nos fundos do prédio da Botanica. Individuos dispersos,
maioria em estadio vegetativo e situados em ambiente rochoso e umido.

Populacdo 4 - populacdo natural, localizada em Sananduva — RS, na
localidade de Linha Progresso, propriedade particular da Sr® Geneci Savi.
Individuos agrupados e poucos em estadio reprodutivo; situados em beira de
estrada e ambiente umido.

Populacdo 5 - populacdo natural, localizada em Viamdo — RS, na
FEPAGRO (Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria). Individuos
dispersos em area experimental, variando de ambientes Umidos a secos.
Foram encontrados poucos individuos em estadio reprodutivo.

Populacdo 6 - populacéo natural, localizada em Lagoa Vermelha — RS,
na BR 285, cuja localizagéo é 044° 61’ 29" 68° 78’ 836”. Individuos situados
em beira de estrada. Foram coletados poucos botdes, pois a maioria estava
em estadio de frutificacdo. Material coletado por lonara F. Conterato.

Populacdo 7 — populacao natural, localizada em Galopolis, préximo a
Caxias do Sul, na BR 116, entre Km 163 — 164. Poucos individuos e todos em
estadio de florescimento. Situados a beira da estrada e em ambiente rochoso.

Populacdo 8 — populacdo natural, localizada em Campestre da Serra-
RS, BR 116, Km 77. Muitos individuos agrupados, todos em estadio
reprodutivo. Situados em beira de estrada e ambiente seco.

Populacdo 9 - populacdo natural, localizada em Marcelino Ramos,
proximo ao Balneério. Populagdo dispersa e individuos em estadio

reprodutivo. Situada em beira de estrada e ambiente extremamente seco.
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Populacdo 10 - populacdo natural, localizada em Triunfo, localidade
de Vendinha, BR 386, entre Km 410-409. Populacéo dispersa e quase todos
os individuos em estadio reprodutivo; situada em beira de estrada e ambiente
rochoso.

Populacdo 11 - populacdo natural, localizada em Estrela — RS, BR
386, entre Km 351-350. Populacéo agrupada e todos os individuos em estadio
de florescimento. Situada em beira de estrada, ambiente rochoso e seco.

Populacdo 12 - populacdo natural, localizada em Lajeado — RS, BR
386, entre Km 337-336. Populacdo agrupada, quase todos os individuos em
estadio de frutificacdo e poucos com flores (botbes florais). Situada em beira
de estrada e ambiente rochoso.

Populacdo 13 - populacdo natural, localizada em Boa Vista do Sul,
RST 453, Km 73-74. Populacdo dispersa e a maioria dos individuos em
estadio reprodutivo; situada em beira de estrada e ambiente rochoso.

Populacdo 14 - populacao natural, localizada em Carlos Barbosa, RST
453, Km 87-88. Populacdo dispersa e a maioria dos individuos em estadio
reprodutivo; situada em beira de estrada e ambiente rochoso.

As populacdes se caracterizaram por apresentar plantas com habito
subarbustivo (altura variando entre 0,4 - 0,6 metro). As folhas apresentaram
mesma coloracdo e mesmo tamanho, exceto para populagcdo quatro, que
apresentou folhas maiores em relacdo as demais populagdes.

H. cf. carinatum (cf: espécie a confirmar):
Populacdo 15 - populacdo natural, localizada em Eldorado do Sul-RS,

BR 290, entre o Km 119 e 120. Populag¢do grande, individuos dispersos e,
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quase todos em estadio de florescimento. Situada em beira de estrada e
ambiente Umido.

Populacdo 16 - populacdo natural, localizada em Tabai-RS, na BR
386, entre o Km 382-381. Populacdo grande, com individuos agrupados e
muitos em estadio reprodutivo. Situada em beira de estrada e ambiente
bastante umido.

Conforme observacbes durante a coleta, as duas populacbes
apresentaram plantas com altura variando entre 0,5 e 0,8 metro e, folhas e
flores com mesma coloracao e tamanho.

H. polyanthemum

Populacdo 17 - populacdo antropogénica, localizada no municipio de
Porto Alegre, Faculdade de Agronomia da UFRGS, casa de vegetacdo do
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia. As mudas foram
produzidas a partir da regeneracdo de plantulas via micropropagacao, na
Faculdade de Farmacia (UFRGS). As matrizes foram coletadas em Guaritas,
Cacapava do Sul, em setembro de 2003 (ICN: Bordignon, 1429). Material
cedido pela Prof® Dr* Sandra Rech.

H. perforatum

Populacdo 18 - as sementes foram obtidas junto a Empresa Sementes
Feltrin, em agosto de 2006. Numero do lote: 622395. Foram semeadas em
substrato comercial em novembro de 2006 e mantidas em casa de vegetagao.
Porém, devido as condigbes ambientais do local, que néo satisfazem as
exigéncias desta espécie, a qual exige dias curtos para florescimento, ndo foi

possivel obtencdo de botdes florais para analise de meiose. Assim, foi
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realizada somente a coleta de pontas de raiz para posterior analise do nUmero
cromossomico.

A Figura 3 apresenta um mapa indicando as diferentes localizacbes das
populacbes estudadas. As coletas registradas pelo ICN (Herbario do
Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul) concentram-se, principalmente, na regido norte

do Rio Grande do Sul.

POPULAGOES
1,3,17 e 18: Porto Al€eg
2 e 15: Eldorado do Sul
4: Sananduva

5: Viamao

6: Lagoa Vermelha

7: Galépolis

8: Campestre da Serra
9: Marcelino Ramos
10: Triunfo

11: Estrela

12: Lajeado

13: Boa Vista do Sul
14: Carlos Barbosa

15: Eldorado do Sul

16: Tabai

FIGURA 3. Locais de coleta de H. caprifoliatum (1-14), H. cf. carinatum (15-
16), H. polyanthemum (17) e H. perforatum (18) no estado do Rio
Grande do Sul.

De todas as plantas-mée que foram coletados botdes florais (exceto

populacdo 6 e 18), foram também coletados materiais para herborizacdo. As
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exsicatas foram depositadas no herbario ICN, recebendo um ndamero de

ordem e/ou identificacédo (Tabela 1).

3.2. Métodos
3.2.1. Caracterizagao citogenética
3.2.1.1. Determinacdo do niamero cromossdmico somati  co

Tendo em vista a dificuldade de estabelecimento das plantas oriundas
do campo em casa de vegetacdo e de germinacdo das sementes coletadas,
nao foi possivel determinar o niumero cromossdémico de todas as populacgdes.
Foi determinado apenas para as populacoes 1, 15 e 18.

Para determinacdo do numero cromossémico somatico foram utilizados
tecidos de ponta de raiz, obtidas de plantas mantidas em vasos, na casa de
vegetacao do Laboratorio de Citogenética e Eletroforese.

As raizes coletadas, entre 0,5 e 1 cm, foram pré-tratadas em solucéo
saturada de paradiclorobenzeno (PDB) durante 24 horas a 4°C. Apés isso,
foram lavadas e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol:acido acético) por mais 24
horas, em temperatura ambiente e, entdo, transferidas para uma solucao
estoque (alcool 70%) e armazenadas em refrigerador até a confeccdo das
laminas.

As radiculas foram retiradas do alcool 70%, lavadas em agua destilada,
hidrolizadas em HCI 1N (&cido cloridrico), durante 6 minutos em banho-maria
a 60°C. Em seguida, foram coradas com Feulgen, por pelo menos 20 horas e,
entdo, maceradas em uma gota de carmim propionico 2% e seladas com luto

(breu e cera na proporgao 3:1).
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As laminas foram analisadas imediatamente ou armazenadas na
geladeira em caixas especiais para analise no dia seguinte. No minimo 10
células por populacdo, com bom espalhamento dos cromossomos foram

analisadas.

3.2.1.2. Anélise meiotica

As coletas populacionais foram efetuadas durante o periodo de
florescimento, dando-se preferéncia a botdes florais em diversos estadios de
desenvolvimento (Tabela 1). Os botbes florais ou inflorescéncias colhidas
foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas em
temperatura ambiente, e, apds, estocadas em alcool 70% e armazenadas em
freezer até a analise. As laminas foram preparadas com a maceracao das
anteras e coloracdo em carmim propiénico 2%. Foram utilizadas laminas
temporarias seladas com luto (breu e cera na propor¢ao 3:1).

Em cada lamina, todas as células mae-de-pdlen (CMP) em divisao
meidtica foram observadas procurando-se determinar o numero de
cromossomos, as associacbes cromossOmicas (diacinese e metéafase ) e
disjuncdo (anafase e teléfase I). As fases metafase | e Il, anafase | e Il e
telofase | e Il também foram avaliadas quando possivel. Foram consideradas
CMP com meiose anormal aquelas com associagbes cromossOmicas outras
gue néo bivalentes e cromossomos fora da placa equatorial, retardatarios e/ou

pontes cromossomicas.
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3.2.1.3. Estimativa do indice meiotico

Conforme proposto por Love (1949), o indice meibdtico é uma
complementacdo a analise da meiose e representa a percentagem de
quartetos de micrésporos normais, sendo indicativo de regularidade meidtica.
O indice meidtico foi calculado dividindo-se o nimero de quartetos (tétrades)
de gréos de polen normais pelo total de quartetos observados, multiplicado
por 100. Consideraram-se normais aqueles com quatro células ou
micrésporos de igual tamanho e, anormais, quando apresentavam numero
diferente de quatro ou entdo microsporos de tamanhos diferentes. Quando
possivel, foram analisadas no minimo 200 tétrades aleatoriamente a partir da

analise de pelo menos trés botdes florais para cada populacéo.

3.2.1.4. Estimativa da viabilidade dos graos de pol en

Como os graos de pélen de H. caprifoliatum, H. cf carinatum e H.
polyanthemum apresentaram capacidade de coloracdo frente ao corante
utilizado, a viabilidade dos gréos foi estimada pelo seu tamanho a partir de
medidas, em micrémetros (um), dos eixos longitudinal (EL) e transversal (ET)
de 150 graos de poélen maduros por populacdo. Esta medida foi feita com o
auxilio de uma régua micrométrica que ficava acoplada a ocular do
microscépio. Procurou-se analisar o polen de botbes florais mais maduros,
com tamanho padronizado entre as populagfes de cada espécie. Todas as
anteras do botéo floral foram esmagadas e coradas com orceina acética 2%.
Foi calculado o didmetro médio (EL + ET / 2) dos 150 gréos de pdlen e, para
cada populacéo, se fez a distribuicdo de frequéncias a partir do Sistema de

Andlises Estatisticas para Microcomputadores/SANEST (Zonta et al, 1984). A
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fertilidade foi estimada considerando-se a percentagem de gréos das classes

de diametro médio mais frequente.

3.2.1.5. Germinacgao in vitro dos graos de polen

A fim de complementar a estimativa da fertilidade do podlen foi realizado
o teste de germinacao in vitro, em meio de cultura.

As flores de H. caprifoliatum, H. cf carinatum e H. polyanthemum foram
coletadas pela manha e submetidas a luz incandescente por 20 minutos para
diminuir a umidade. A germinacao foi realizada em outubro de 2007 e foram
germinados graos de poélen de apenas trés populagdes (1, 15 e 17).

ApOs o0 preparo do meio, seguindo metodologia descrita por Moraes
(2007), os graos de polen foram distribuidos em laminas contendo uma
solucdo com 20 ml de agua destilada, 0,32g de sacarose e 0,22g de Agar, e
mantidos a temperatura ambiente (20-25 °C) e em BOD (25 °C). Em
microscopio 6ptico, foi monitorada a emisséao do tubo polinico por 4 horas, de

hora em hora, e apos 24 horas.

3.2.1.6. Anélise do material

Todas as observagbes foram feitas com ajuda de microscépio éptico
Nikon e de um microscopio Optico com Sistema de Captacdo de Imagens. As
melhores células foram fotografadas ou capturadas digitalmente no sistema

de captacéo de imagens.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao citogenética

Este trabalho apresenta, pela primeira vez, informacdes sobre o
namero cromossémico e analise da meiose para H. caprifoliatum, H. cf
carinatum e H. polyanthemum, assim como andlise da fertilidade do pdlen
para H. cf carinatum e H. polyanthemum. H. caprifoliatum j& foi estudada por

Clarke (1975), quanto a fertilidade do polen.

4.1.1. Determinacdo do numero cromossomico somatico

A analise do numero de cromossomos somaticos em células de ponta
de raiz de H. caprifoliatum, H. cf carinatum e H. perforatum foi bastante dificil,
devido ao pequeno tamanho, relativamente alto niumero de cromossomos e
dificuldade de bom espalhamento. Além disso, a maioria das células
meristematicas observadas apresentavam cromossomos muitas vezes em
profase, pouco contraidos, dificultando a individualizagdo dos mesmos para
contagem e, por fim, quando em metéafase apresentavam-se muito agrupados.
No entanto, este pode ser um problema causado pela técnica de pré-
tratamento utilizada neste trabalho.

Aliado a estes problemas, a falta de conhecimento sobre o poder

germinativo das espécies silvestres, estabelecimento e manutencdo das
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plantas em casa de vegetacdo, limitou a coleta de pontas de raizes em
representantes de todas as populacdes estudadas.

O numero cromossémico somatico foi determinado para a populacédo 1
de H. caprifoliatum, populacdo 15 de H. cf carinatum e populagéo 18 de H.
perforatum. Para os tédxons H. caprifoliatum e H. cf carinatum ndo ha
determinacdo cromossdmica disponivel na literatura. Os numeros
cromossOémicos podem ser observados na Tabela 2, que se encontra na
secao analise meidtica.

O numero cromossémico somatico encontrado para a populacao 1 (H.
caprifoliatum) (Figura 4 a-b) e 15 (H. cf carinatum) (Figura 4 c-d) foi cerca de
2n=48. Assim, H. caprifoliatum e H. cf carinatum, aceitando-se que o nimero
basico seja x=8, sdo espécies hexaploides.

Estes resultados concordam com os obtidos por Moraes (2007) que
avaliou trés espécies da mesma secdo (Trigynobrathys) e relatou nimero
bésico igual a oito para H. brasiliense (2n=2x=16) e H. cordatum (2n=7x=56).
H. ternum apresentou nimero basico igual a nove (2n=4x=36).

Matzk et al (2003) analisaram duas espécies da secdo Trigynobrathys,
H. japonicum e H. gentianoides e também relataram um numero
cromossOémico diploide de 2n=16 (x=8) e 2n=18 (x=9), respectivamente.

As plantas da populacédo 1 (H. caprifoliatum) foram obtidas a partir de
cultura de tecidos com a utilizacdo de reguladores de crescimento para induzir
0 enraizamento dos explantes. Urbanova et al (2002) analisaram a
estabilidade do numero cromossémico em plantas regeneradas de H.

perforatum e, observaram que a regeneracdo direta ndo afeta a estabilidade
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FIGURA 4. Cromossomos somaticos de Hypericum. a) H. caprifoliatum,
populagdo 1 com cerca de 2n=48; b) desenho esquematico da
figura 4a; c) H.cf carinatum, populagédo 15 com cerca de 2n=48;
d) desenho esquematico da figura 4c. e-f) H. perforatum,
populacdo 18, com 2n=32 cromossomos. Escala: 10 pm.
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genética em nivel citogenético. Entdo, certamente, 0 nimero cromossémico
observado para a populacdo 1 (ca. 2n=48) € o mesmo das plantas matrizes
utilizadas no processo de micropropagacao.

Concordando com Matzk et al (2003) H. perforatum é uma espécie
tetraploide (2n=4x=32), baseado em x=8 (Figura 4 e-f). Nielsen (1924) e
Robson & Adams (1968) relataram para a espécie um numero haploide de 16
cromossomos (x=8).

A partir da analise citolégica, Mayo & Lamgridge (2003) relataram, para
sete progénies recombinantes de populagbes australianas de H. perforatum,
trés progénies tetraploides (2n=4x=32), trés hexapldides (2n=6x=48) e uma
aneuploide (2n-1=31), sendo que todas as ndo recombinantes se mostraram
tetraploides. Conforme Matzk et al (2003), das espécies estudadas, ha relatos
de numero cromossdmico 2n=48, para apenas duas: H. perforatum e H.
yezoense, ambas pertencentes a se¢cado Hypericum.

Os resultados mostram que 0S cromossomos somaticos das trés
espécies aqui estudadas sao pequenos (cerca de 1,0 — 2,0 um) e numerosos,
dificultando, portanto, a determinacdo exata do nimero cromossémico. Estes
resultados estdo de acordo com Moraes (2007), que observou que o tamanho
dos cromossomos variou de 1,0 — 2,5 pum para H. brasiliense e de 1,0 — 2,0
pum para H. cordatum e H. ternum, o que acabou dificultando a realizacdo da
analise cariomorfolégica para as espécies.

Kogi (1984) relatou dificuldade ao analisar cariomorfolégicamente
espécies de Hypericum ocorrentes no Japao, devido ao pequeno tamanho dos

cromossomeos.
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De acordo com Brutovska et al (2000b) os cromossomos de H.
perforatum sdo pequenos (0,78 a 1,52 um) e morfologicamente muito
similares, dificultando a analise cariomorfologica em plantas com maior nivel
de ploidia. Por isso, segundo Brutovska et al (1998), tem se usado, para
estimar o nivel de ploidia, a citometria de fluxo, que permite uma analise mais
rapida do conteudo de DNA nuclear do que a determinacdo por contagem
microscopica, que € muito dificil e trabalhosa, apesar de ser muito mais
precisa.

Variagcbes no conteudo de DNA foram observadas por Matzk et al
(2003), que relataram uma diferenca significativa no tamanho do genoma

entre individuos que se reproduzem sexualmente ou por apomixia.

4.1.2. Anélise meiotica

A andlise do comportamento meidtico nas populagbes de H.
caprifoliatum e H. cf carinatum também foi dificultada pelo pequeno tamanho
dos cromossomos e frequentes sobreposicdes, prejudicando, assim, a
visualizacdo dos mesmos. A presenca de associacdes cromossémicas foi
evidente, em muitas células em diacinese e/ou metafase |, no entanto, foi
dificil identificar quantos cromossomos estavam associados e qual era a
configuracdo apresentada. Por outro lado, a espécie H. polyanthemum
apresentou maior regularidade meidtica, permitindo, entdo, uma melhor
compreensao das associa¢gfes cromossomicas.

Outro problema consistiu na determinag¢ao do tamanho ideal dos botdes
florais em que se encontravam as fases mei6ticas, pois se observou uma

variagcdo entre e dentro das populagbes estudadas, prejudicando o fluxo
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continuo de trabalho. O tamanho dos botdes variou de 0,3 a 0,5 cm nas
populacdes de H. caprifoliatum, de 0,4 a 0,5 cm nas duas populac¢des de H. cf
carinatum e de 0,3 a 0,35 cm em H. polyanthemum. Além disso, alguns botdes
com desenvolvimento normal, apresentavam anteras menores e
aparentemente vazias, contendo poucos meiécitos. A quantidade de anteras
por botéo floral variou de 73 (populagéo 5) &4 112 (populacéo 2 e 4). Quanto ao
horario de coleta dos botbes florais ndo foram observadas diferencas no
processo meibtico entre as populacgoes.

Todas as fases da meiose, possiveis de serem identificadas, foram
analisadas para documentar toda a divisdo meidtica. Estao incluidas as fases
anafase | e I, tel6fase | e Il, porém, em anafase | nao foi possivel observar a
regularidade na segregacdo cromossdmica, devido a intensa sobreposicao
dos cromossomos. Por isso, foram consideradas normais as células em
divisdo que ndo apresentaram pontes ou cromossomos retardatarios e o
inverso para as anormais. A analise das fases da meiose pode ser observada
na Tabela 2.

Nas populagbes analisadas de H. caprifoliatum (ca. 2n=48), em
algumas células em diacinese e/ou metafases |, foram observadas
configuragcbes cromossémicas, porém, para a grande maioria, devido a
sobreposicdo dos cromossomos (Figura 5a), ndo foi possivel realizar a
identificagéo.

Em algumas células em diacinese das populacdes 1, 7, 10 e 11 (H.
caprifoliatum) foi verificada a fissédo do nucléolo (Figura 5b), comum em muitas

plantas, como por exemplo, Leucaena (Boff, 2002).



TABELA 2. Niumero cromossbmico e analise meidtica em espécies do género Hypericum. Porto Alegre, RS. 2007.

Meiose
Populacao 2n
Diacinese/ Anafase I°  Teldfase I°  Metafase I1° Anéafase NGmero
Metafase I* ll/Tel6fase 117 total de
células
H.
caprifoliatum
1 48 60* (A) ¢ 41* 4 1% e Al
83*/55(No) ™ (6)R/(5) P (2) R 124* [ (57) R™ 316
2 ca. 48 10* (A) ¢ 6* 8* - -
19* / 10 (No)" (AR/(Q)P )R 42* [ (21) R™ 85
3 ca. 48 29* (A) ¢ 17* 13* 17% (5) R™
74% | 66 (No)™ (2)P/(6) R - (G)R/(2) Oi  61*/(19) R™ 211
4 ca. 48 27* (A) ° 98+ 3+ 28* 9%/ (6) R
271*/ 256 (No)™ (14)P/(34)R (12) R (4)0Oi  45*/(11)R™ 481
5 ca. 48 21* (A) ¢ 8+ 14* 12* -
325* / 202 (No)™ (6)R 3) R (6) R/ (1)Oi  32*/(11)R ™ 412
6 ca. 48 - - 1* - -
51*/ 32 (No)™ (1R 18*/ ()R ™ 70
7 ca.48 119+ (A) ¢ 19* - 5 -
266* /245 (No)™  (10)R/(8) P (2) R 30*/ (16) R™ 439
8 ca.48 21* (A)¢ 8+ 2% 8+ 2+ Al
69* / 64(No)™ B)R/ (2P (2R (4)R/(2)0i 31*/ (A7) R™ 141

ev



...continuacao.
Tabela 2- NUmero cromossémico e analise meidtica em espécies do género Hypericum. Porto Alegre, RS. 2007.

Populacao 2n Meiose
Diacinese/ Anéfase I° Teléfase  Metafase II° Anafase Il/  Numero total
Metafase I* 12 Telofase 112 de células
H. caprifoliatum
9 ca.48 4% (A) 37* 1* 3+ 2x Al
108* / 66(No)™ (11)R/(13)P 3R 34*/(11)R ™ 189
10 ca. 48 9* (A) 20* - 2% -
491* / 221(No)™ (5)P /(11)R (1R 90%/(29) R 612
11 ca. 48 2% (A) 8+ 3* - -
109* / 95 (No)™ (6R/(2) P )R 33*/(21) R ™ 155
12 ca. 48 10* (A)¢ 34* 4* 2% -
71* / 61 (No)™ (19)R/(9) P (1) R (1) R 34+ (18)R ™ 1565
13 ca. 48 15* (A)¢ 1* 1* - -
56* / 19 (No)™ (1R 47* [ (23) R ™ 120
14 ca.48 7+ (A) @ 2% 4% - ]
46* | 36 (No)™ ()R /(1) P (1) R 54* [ (28)R ™ 113
H. cf carinatum
15 48 11* (A)? 84* - 31* 9%/ (7) R
203 */ 194 (No)™  (18)R/(61) P (15)R/(6)0i  60*/ (19) R™ 398

144



...continuacao.
Tabela 2- NUmero cromossémico e analise meidtica em espécies do género Hypericum. Porto Alegre, RS. 2007.

Populacao 2n Meiose
Diacinese/ Anafase I° Teléfase I°  Metéafase 112 Anafase I/ Numero total
Metéafase I* Teléfzase de células
Il
16 ca.48 - - 8* - -
19*%/ 17 (NO)m B)R 38* /T(”24) R 65
H.
polyanthemum
17 ca. 32 5% (1411 -41) ¢ 1* 6* 3+ -
3)R @) R 1/ ()R 16

H. perforatum
18 32 - - - - - -

*Diacinese (d), | univalentes, Il bivalentes, (A) associacdes ndo identificadas e Metafase | (m), * nimero de células observadas, ( No) nimero
de células com cromossomos nao orientados

% Anafase | e II, teléfase | e Il, metafase II: * nimero de células observadas, () nimero de células com pontes cromossdmicas P e/ou
retardatarios R ou outras irregularidades.

17
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FIGURA 5. Células mée-de-p6len em meiose de H caprifoliatum. a) populacéo
14, sobreposicdo entre os cromossomos. b) populacéo 7, fissao
nucleolar. Diacineses em: c) populacdo 1, d) populacéo 4, e)
populacdo 7, f) populacdo 8. Seta - indica associacbes
cromossdmicas maiores que bivalentes. Escala 10um.



a7

Em relacdo as duas populacbes de H. cf carinatum (ca. 2n=48), as
células analisadas mostraram que, semelhante ao observado em H.
caprifoliatum, o processo meidtico apresenta irregularidades. Para a
populacdo 17 de H. polyanthemum a meiose mostrou maior regularidade, se
comparada as espécies acima citadas, com ca. 2n=32.

Somente para as populacoes 1 (Porto Alegre), 4 (Sananduva), 7
(Galdpolis), 8 (Campestre da Serra), 9 (Marcelino Ramos), 15 (Eldorado do
Sul) e 17 (Porto Alegre) foram observadas algumas células em diacinese
passiveis de serem analisadas (Figura 5 c-f e Figura 6 a-c). Nas demais
populacdes, os problemas acima citados prejudicaram a identificacdo das
configuracoes.

Em H. caprifoliatum e H. cf carinatum foram observadas associacoes
do tipo multivalentes. H. polyanthemum, em diacinese, apresentou
predominantemente associacdes do tipo bivalentes.

Em metafase | foi muito comum a presenca de cromossomos,
possivelmente bivalentes e/ou univalentes, ndo orientados na placa equatorial.
As células nesta fase da meiose |, que apresentavam estes cromossomos nao
orientados, foram consideradas anormais (Figura 7a). A maior percentagem
de metéafases | anormais foi observada nas seguintes populagdes: 3 (89%), 4
(94%), 7 (92%), 8 (93%), 11 (87%), 12 (86%), 15 (96%) e 16 (89,5%). J4, nas
demais populagdes analisadas, a percentagem variou de 34 % (populacéo 13)
a 78% (populacdo 14) (Tabela 2). Na populagédo 1, 11, 14 e 17 foram
verificadas algumas metadfases com cromossomos melhor espalhados,
permitindo a observacdo de associagcdes cromossdOmicas maiores que

bivalentes, mas nao sua resolucao (Figura 7b-c).
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FIGURA 6. Células mée-de-pdlen em meiose de Hypericum. Diacineses em
a)H. caprifoliatum, populacéo 9. b) H. cf carinatum, populacéo 15.
c) H. polyanthemum, populacéo 17. Escala 10um.

Conforme Moraes (2007) poucas irregularidades meidticas foram
observadas em H. brasiliense. No entanto, H. cordatum e H. ternum,
apresentaram meiose predominantemente anormal, sendo comum a presenca
de cromossomos nao alinhados na placa equatorial durante a metafase |.
Cabe ressaltar que estas trés espécies pertencem a mesma Ssecao
(Trigynobrathys) de H. caprifoliatum, H. cf carinatum e H. polyanthemum.

N&o é rara a ocorréncia de anormalidades meioticas em populacbes

naturais, por exemplo, segundo Pozzobon (2005) a presenca de bivalentes
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FIGURA 7. Células mée-de-p6len em meiose de Hypericum. a, b, d, e)H.
caprifoliatum. a) populagéo 4, metafase | com cromossomos fora
da placa equatorial (seta). b) populacéo 1 e c) H. polyanthemum,
populacdo 17, metafase | com associacdes cromossémicas nao
identificadas (setas). d) populagéo 4, anafase | com retardatérios
(seta). e) populacéo 4, anafase | com ponte cromossémica f) H.
cf carinatum populacdo 16, teléfase | com cromossomos
retardatarios (seta). Escala 10pum.
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nao orientados na placa equatorial foi comum em acessos de espécies
silvestres e semidomesticadas do género Capsicum. Células metafasicas com
cromossomos fora da placa equatorial também foram observadas em trés
populacdes de Foeniculun vulgare Mill. (Apiaceae), popularmente conhecido
como funcho (Battistin et al, 2006).

Hoar & Haertl (1932) analisaram a meiose de algumas espécies do
género Hypericum, entre as quais H. gentianoides (2n=24), pertencente a
secdo Trigynobrathys e, ndo observaram irregularidades no comportamento
cromossomico.

No presente trabalho, nas demais fases da meiose, foram observadas,
além de células aparentemente normais, varias irregularidades (Tabela 2). As
irregularidades mais frequientes foram cromossomos retardatarios e/ou pontes
cromossOmicas em anafase | (Figura 7d-e) e Il e telofase | (Figura 7f), e
micronucleos em teléfase Il (Figura 8a-b). Em telofase Il foi observada a
formacdo de trés nucleos ou mais, em vez de quatro (Figura 8c). Na metafase
I, foi observada disparidade em relacdo ao inicio da migracdo dos
cromossomos para os polos da célula e cromossomos fora da placa (Figura
8d-e). Estas irregularidades tiveram consequéncias diretas na formacéo
irregular das tétrades de microsporos.

Os estudos sobre o processo meibtico em espécies de Hypericum do
Rio Grande do Sul, principalmente para H. caprifoliatum e H. cf carinatum,
demonstraram meiose bastante irregular, e devido a estas irregularidades e os
demais problemas citados anteriormente, ndo foi possivel analisar o

comportamento meiético para cada populacédo. Apesar do numero de células
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FIGURA 8. Células mae-de-pdlen em meiose de Hypericum. a, c, d, e) H.
caprifoliatum. a) populagdo 1, final de anafase Il com
cromossomos retardatarios (seta). b) H. polyanthemum,
populacdo 17, tel6fase Il com micronucleos (seta). c) populacdo
2, telofase Il com 3 nucleos. d) populagdo 3, metafase Il. e)
populacdo 8, metafase Il com cromossomos retardatarios (seta).
Escala 10pum.
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analisadas para a populagdo de H. polyanthemum ter sido muito baixa, foi
possivel observar que esta espécie apresenta maior regularidade meiotica.
Reunindo os dados da literatura (Hoar & Haertl, 1932; Moraes, 2007)
com os obtidos neste estudo pode-se inferir que ha variacdo, em relacado ao
processo meidtico, entre diferentes espécies do género. No entanto, mais

analises citoldgicas sdo necessarias em outras especies.

4.1.3. Estimativa do indice meigtico

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados observados em 17
populacdes para o estudo de tétrades. De cada populacdo foram analisadas
pelo menos trés laminas, sendo contadas aleatoriamente, no minimo 200
tétrades. Para as populacdes 6 e 12, ndo foi possivel a analise de 200 células,
tendo em vista a baixa quantidade de botGes florais obtidos durante a coleta,
pois ambas se encontravam basicamente em estadio de frutificacdo. Durante
as analises foram observadas variacfes na percentagem de tétrades normais
entre botdes da mesma populacdo. Possivelmente estejam relacionadas a
quantidade de anteras funcionais presentes em cada botéao floral.

Todas as populacdes analisadas apresentaram indice meidtico abaixo
de 90%. Segundo Love (1949), somente plantas com indice meidtico acima de
90% podem ser consideradas citologicamente estaveis e, portanto, passiveis
de fazerem parte de um possivel programa de melhoramento.

O indice meidtico variou de 44 (populagdo 11) a 80% (populacdo 17)
entre as populacdes estudadas, apresentando tétrades com quatro

micrésporos normais, conforme Figura 9 a. A populacdo 17, que apresentou o
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maior indice meioético, foi também, a que apresentou a maior regularidade

meiotica.

TABELA 3. indice mei6tico em espécies do género Hypericum. Porto Alegre,

RS. 2007.
Populacao Tétrades Diade Triade Outras Total de  Indice
irregularidades  células Meidtico

(IM %)

H. caprifoliatum
1 407 42 51 258 758 54,00
2 148 12 13 93 266 56,00
3 312 18 12 118 460 68,00
4 171 9 17 37 234 73,00
5 359 13 17 118 507 71,00
6 102 3 44 151 68,00
7 268 14 231 521 51,00
8 231 219 462 50,00
9 143 - 52 203 70,00
10 261 24 10 71 366 71,00
11 237 47 20 234 538 44,00
12 93 12 3 57 165 56,00
13 145 14 109 269 54,00
14 205 35 5 110 355 58,00

H. cf carinatum
15 328 3 4 92 427 77,00
16 180 19 72 272 66,00

H.

polyanthemum

17 241 - 2 59 302 80,00

Além das tétrades normais, varias irregularidades foram observadas,

como micrésporos de diferentes tamanhos, poliades com diferente nUmero de

micrésporos e/ou microcitos, diades, triades (Figura 9 b-f e 10 a-f).
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FIGURA 9. Tétrades e poliades em Hypericum. a, b, c, e, f) H. caprifoliatum. a)
populacéo 4, tétrade. b) populacdo 1, micrésporos com tamanho
desigual. c¢) populacdo 14, péntade. d) H. cf carinatum,
populacdo 15, tétrade com micrécito. e-f) populacdo 4, tétrade
com microcitos. Escala 10pum.
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FIGURA 10. Tétrades e poliades em H. caprifoliatum. a) populacao 7, poliade.
b) populacdo 12, poliade. c) populacédo 12, diade. d) populacdo
14, diade com micrécito. e) populacdo 11, tétrade e triade. f)
populacédo 1, triade. Escala 10um.
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Na fase de tétrade, a presenca de diades e triades foi observada com
frequéncia entre 0,0% (populacdo 17) - 9,9% (populacdo 14) e 0,0%
(populacéo 9) - 7,3% (populacao 4), respectivamente (Tabela 3).

As populacbes 11, 12, 14 e 16 foram as que apresentaram a maior
percentagem de diades (Figura 11). Segundo Yan et al (1997) a presenca de
diades entre os quartetos € um indicativo da formacdo de gametas né&o
reduzidos e, triades e outros numeros sdo indicativos da formacdo de
gametas com numero cromossOmico diferenciado. Para Corréa (2000), a
presenca de tétrades anormais € indicativo de processo meiotico irregular e,

consequentemente, de diminuicdo de viabilidade de polen.

B Diades
B Triades

Percentuais (0-10%)
T

J

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Populacdes

FIGURA 11. Percentagem de diades e triades observadas nas popula¢fes de
Hypericum. 1-14: H. caprifoliatum; 15-16: H. cf carinatum; 17: H.
polyanthemum. Porto Alegre, RS. 2007.

Microcitos também foram observados nas populacbes estudadas.

Conforme Pozzobon (2005), os micrdcitos geralmente sdo formados pelos

Cromossomos que ndo se conjugaram durante a primeira divisdo meidtica, ou
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seja, que permaneceram como retardatarios em anafase |, originando,
posteriormente, os micronucleos na teléfase | e na meiose II.

Baptista-Giacomelli et al (2000) também observaram a presenca de
micronucleos em variedades de Avena sativa L. Em uma variedade de aveia,
apos a formacdo do micrésporo, o micronucleo foi eliminado como um
microécito, dando origem a um gréo de pélen pequeno e estéril.

Cabe ressaltar que pouco se conhece sobre o sistema reprodutivo das
espécies do género Hypericum. Entretanto, devido as irregularidades
meidticas observadas, principalmente em H. caprifoliatum e H. cf carinatum,
possivelmente o modo de reproducdo predominante seja a apomixia, que é

comum no género, conforme o trabalho de Matzk et al (2003).

4.1.4. Estimativa da viabilidade de polen

Estudos sobre a viabilidade do podlen sdo realizados na maioria dos
trabalhos e fornecem subsidios para avaliar o potencial de fertilidade
masculina de individuos e populacdes, contribuindo para estudos taxonémicos
e de melhoramento de plantas.

Uma das técnicas mais utilizadas para observar a viabilidade de pdlen
€ a técnica com coloragédo de carmim (Boff & Schifino-Wittmann, 2002; Corréa
et al, 2005, Conterato & Schifino-Wittmann, 2006; Pozzobon & Schifino-
Wittmann, 2006), onde grdos completamente corados sédo considerados
vidveis e graos parcialmente corados ou vazios sdo considerados inviaveis.
Na presente analise, como todos os graos de pélen apresentaram capacidade
de coloracao frente ao corante utilizado, a viabilidade foi estimada pelo seu

tamanho, a partir de medidas do eixo longitudinal e transversal dos graos,
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sendo considerados viaveis aqueles gréos que se classificavam nas classes
de tamanhos mais freqlientes em cada populacao.

Em H. caprifoliatum e H. cf carinatum, durante a realizagcdo das
laminas, foram observadas variacoes florais intra e interpopulacionais. Em
geral, todos os botbes apresentavam todas ou a maioria das anteras claras,
restando poucas de coloracdo amarela. Moraes (2007) observou o0 mesmo em
H. brasiliense e caracterizou as flores com anteras claras como macho-
esteréis, pois a partir de seccdes anatdmicas das mesmas foi possivel
visualizar a ma formacéo dos graos de polen.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos, onde consta
diametro médio (minimo e maximo), mediana dos grdos de podlen e a
estimativa da fertilidade para cada populacdo analisada. Os dados detalhados
para cada populacdo encontram-se no Apéndice 1.

A partir da analise do diametro médio (um) dos graos de podlen foi
observada uma ampla variacdo no tamanho, dentro e entre populacdes
(Figura 12 a-b). A maior variacdo foi encontrada na populacdo 11, sendo o
limite inferior 11,5 pm e o limite superior 66,0 um; a menor variacado foi
observada na populacao 17, variando de 18,5 a 25,0 um. Entre populacdes, o
tamanho dos graos de pdlen variou de 5,0 um (limite inferior) a 66,0 um (limite
superior) e a mediana variou de 19,0 a 33,5 um (Figura 13).

O tamanho mais comum de graos de polen entre as populacdes de H.
caprifoliatum e H. cf carinatum foi de 20,0 um a 30,0 um, com pequenas
variacbes acima ou abaixo deste intervalo, para algumas populacdes. Para a
populacdo 17 de H. polyanthemum o tamanho mais frequente foi de 20,0 um a

23,5 um.
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limite de classes e

estimativa da fertilidade dos gréos de polen em populacdes de

Hypericum. Porto Alegre, RS. 2007.

Populacao Diametro Diametro  Mediana Limite de Fertilidade
minimo maximo (um) classes (um) (%)
(Lm) (Hm)

H. caprifoliatum
1 7,50 38,00 25,00 20,00 I- 30,00 59,00
2 5,00 38,50 20,00 20,00 I- 30,00 44,00
3 5,00 56,00 22,50 17,00 I- 29,00 69,00
4 5,00 32,50 25,00 18,50 I- 29,75 88,00
5 5,00 31,50 23,50 20,40 - 31,40 68,00
6 10,00 31,00 22,50 20,20 I- 30,40 71,00
7 5,00 31,00 22,50 19,00 I- 29,00 64,00
8 8,00 37,50 19,75 19,50 I- 28,70 51,00
9 5,00 33,50 19,00 18,50 I- 29,75 57,00
10 9,00 32,00 23,50 19,80 I- 30,60 83,00
11 11,50 66,00 33,50 20,00 I- 32,75 42,00
12 10,00 35,00 20,00 20,00 I- 30,00 48,00
13 8,00 29,00 20,00 19,90 I- 30,10 57,00
14 10,0 54,00 30,00 17,00 I- 31,00 45,00

H. cf carinatum
15 7,50 40,00 25,00 18,10 I- 31,35 88,00
16 12,00 48,50 30,00 18,00 I- 33,00 65,00
H.

polyanthemum
17 18,50 25,00 22,00 20,00 I- 23,50 89,00

A viabilidade do polen variou de 42 a 89% entre as populacdes

analisadas e foi estimada a partir da percentagem de grdos das classes de

tamanhos mais frequentes (Tabela 4).

A variacdo na viabilidade do polen pode ser associada as variacdes

florais intra e interpopulacionais observadas nas espécies de Hypericum.

Foram utilizados botbes florais com tamanho padrdao de 0,6 cm para as

populacbes de H. caprifoliatum e H. cf carinatum e 0,5 cm para H.
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polyanthemum. Para as populacdes 4, 6, 10, 15 e 17, com alta viabilidade de
polen, os botdes florais possuiam todas as anteras amarelas. Ja para as
populacdes 2, 11, 12 e 14, com baixa viabilidade de pélen, os botdes florais
possuiam todas as anteras brancas. Nas demais populaces analisadas, no
mesmo botéo havia anteras brancas e amarelas.

Moraes (2007) realizou testes de viabilidade do pdlen em trés espécies
da secao Trigynobrathys, nativas do Brasil, e relatou para H. brasliense
viabilidade de 83% =+ 3,0, utilizando corante Alexander. Para H. cordatum e H.
ternum, espécies que apresentaram meiose bastante irregular, a viabilidade
foi de 66% = 5,5 e 61% + 9,0, respectivamente, utilizando como corante
carmim acético 1,2%, pois o corante Alexander ndo mostrou-se eficiente, ja
que corava os graos de polen de modo escasso, ndo permitindo conclusdes
sobre viabilidade e n&do-viabilidade.

Para estimar a fertilidade masculina, Matzk et al (2003) coraram o0s
grdaos de pdlen com carmim acético 4% e observaram que espécies
apomiticas facultativas de Hypericum apresentaram uma menor percentagem
de polen viavel/corado (58-80%) em comparacdo aos sexuais (89-97%).
Conforme Arda et al (2006) a viabilidade estabelecida para H. perforatum e H.
rumeliacum foi de 83 e 72%, respectivamente.

Macropolens encontrados nas populacdes de Hypericum (Figura 12 c),
assim como diades e triades, séo indicativos de gametas nado reduzidos
(GNR). Porém, h& necessidade de uma analise mais detalhada da divisdo
meiotica, para inferir com certeza a ndo reducao meidtica. Graos de polen
maiores foram encontrados por Boff (2002) em Leucaena e Simioni (2004) em

trevo-vermelho (Trifolium pratense L.).
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FIGURA 12. Grédos de pdlen de espécies de Hypericum. a,c,d,ef) H.
caprifoliatum. a) populacdo 13, variacdo no tamanho. b)
populacdo 17, H. polyanthemum, graos com tamanho similar.
c) populacdo 14, variagdo na morfologia e macropdlen. d)

populacéo 5. e, f) populacéo 6. diferentes tamanhos. Escala 10
pm.
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FIGURA 13. Diametro médio (um) minimo, maximo e mediana dos graos de
polen em espécies de Hypericum. Porto Alegre, RS. 2007.

Os grédos de polen pequenos observados nas populagbes de H.
caprifoliatum e H. cf carinatum (Figura 12 e-f) provavelmente originaram-se
dos cromossomos ndo alinhados na placa equatorial e/ou retardatarios
observados durante a meiose. Moraes (2007) também observou graos de
pdélen minusculos em H. cordatum e H. ternum.

Segundo Clarke (1975) a maioria das espécies de Hypericum produz
uma proporcao de graos de polen irregulares (30%), os quais raramente sao
maiores que o normal. Apenas trés secdes (Ascyreia, Spachium e Hirtella)
possuem espécies com mais de 50% dos graos de polen irregulares. Dentro
da secdo Spachium (Trigynobrathys), para os individuos analisados, foram

observadas irregularidades variando de 50 a 100% em H. caprifoliatum e H.
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connatum. No entanto, graos irregulares podem ser férteis ou inférteis, como
por exemplo, H. lydium que tinha aproximadamente 96% dos gréos
irregulares, mas apresentou fertilidade de 30%. Para distinguir entre gréos
com e sem citoplasma foi utilizado o corante Alexander.

Durante as analises, foram observados grédos de pdlen polimorficos,
variando de formato arredondado a eliptico, no mesmo boté&o floral (Figura 12
c, d). Moraes (2007) também observou diferencas no formato e tamanho dos
graos de pélen em H. brasiliense, H. cordatum e H. ternum.

Conforme Clarke (1975), Van Campo (1966) incluiu a familia Guttiferae
na lista das familias que apresentavam polen dimorfico ou polimoérfico. Clarke
analisou cerca de 238 espécies de Hypericum e relatou que o mesmo botéo
floral ou a mesma antera, normalmente, contém uma mistura de graos de
polen com diametros variaveis.

Calic et al (2003/4) analisaram a variabilidade no tamanho dos gréos de
pélen em Aesculus hippocastanum L. e observaram uma distribuicdo bimodal,
onde botdes com o mesmo tamanho apresentavam grdos de pdélen com
didmetros distintos.

Estudos polinicos realizados em algumas espécies brasileiras da
familia Clusiaceae Lindl. (Goncalves-Esteves & Mendonga, 2001) e do
género Cheiloclinium Miers (Hippocrateaceae Juss.) (Goncgalves-Esteves &
Melhem, 2004) mostraram a possibilidade de separacdo de espécies ou de
grupos de espécies a partir de variagbes no tamanho e formato dos gréos de
pélen. Das espécies analisadas neste trabalho, foram observadas variacdes
em relacdo ao tamanho e ao formato dos gréos de pélen em H. caprifoliatum e

H. cf carinatum.
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A grande variacdo observada na viabilidade dos grédos de polen é
compativel com estudos prévios que mostraram indice meidtico também
variavel entre as populacdes (Figura 14). A maioria das populacdes (1, 2, 3, 6,
7,8, 11, 12, 13, 14 e 16) apresentou indice meidtico abaixo de 70%, sendo
que as demais variaram de 70-80%. Comparando-se os dados da Tabela 3
com a Tabela 4 verifica-se uma maior relacdo entre indice meiotico e
estimativa da fertilidade dos gréos de pdlen nas populacgdes 1, 3, 5, 6, 8, 11,
13, 16 (Figura 14). A menor relacdo observada nas demais populaces pode
ser devido as variacdes florais intra e inter-populacionais observadas nestas

espécies.

90+

80+

70
60
50+
30~

10 11 12 13 14 15 16 17
Popula(;oes

Percentual (30-90%)

‘l indice Meidtico B Fertilidade do Pélen I

FIGURA 14. Médias percentuais das populacdes de Hypericum quanto ao
indice meidtico e estimativa da fertilidade dos grdos de pdélen.
Porto Alegre, RS. 2007.
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Portanto, a alta variagdo no tamanho e fertilidade dos graos de pdlen
nas populacdes de H. caprifoliatum e H. cf carinatum sugere a apomixia como
modo de reproducdo predominante, a fim de garantir a manutencdo das
sucessivas geracdes. A baixa variacdo do tamanho dos grdos de polen na
populacdo 17 (H. polyanthemum) é reflexo da maior regularidade meio6tica, e

permite sugerir que o modo de reproducédo para esta populacéo é sexual.

4.1.5. Germinagao in vitro dos gréaos de pdlen

Os testes de germinacgdao in vitro foram realizados tanto em temperatura
ambiente (20-25 °C) quanto em BOD (25 °C) para apenas trés populacées
(populagédo 1 de H. caprifoliatum, populagdo 15 de H. cf carinatum e
populacdo 17 de H. polyanthemum). Durante a coleta foi constatado que as
flores da populacdo 1 apresentavam a maioria das anteras brancas e
pequenas, com aproximadamente 10% de anteras amarelas, justificando a
menor disponibilidade de gréos de podlen. Para as outras duas populacdes
analisadas, todas as flores possuiam anteras amarelas e maiores e, por isso,
maior disponibilidade de polen.

A germinagéo in vitro, para 0 experimento mantido em temperatura
ambiente, foi monitorada, em microscopio 6tico, de hora em hora, até quatro
horas. Ap6s 24 horas, ndo foi possivel a observacdo, pois 0 meio estava
desidratado, possivelmente devido a baixa umidade do ar. Conforme
observado na Tabela 5, para H. polyanthemum, foi observada uma pequena
variacdo entre os tempos de germinacao (Figura 15 a-b). Durante a analise,
nao foi observado nenhum grdo germinado para H. caprifoliatum e H. cf

carinatum.
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Para o experimento mantido em incubadora do tipo BOD, a populagéao

1 de H. caprifoliatum n&o apresentou, durante a analise, grdos de pdélen

germinados (Figura 15 c). J4, para a populagdo 15 de H. cf carinatum,

somente 24 horas ap0s o inicio do experimento foi possivel observar alguns

graos iniciando o processo de emissdo do tubo polinico (Figura 15 d),

entretanto, ndo foi realizada contagem. Foi observado um atraso no inicio da

emissao e um menor crescimento do tubo polinico para H. polyanthemum se

comparado ao tratamento realizado em temperatura ambiente (Figura 15 e-f)

e, por isso, a contagem foi realizada somente quatro e 24 horas apos a

montagem do experimento (Tabela 5).

TABELA 5. Viabilidade de pélen de H. polyanthemum baseada em germinacao
in vitro dos graos de polen. Porto Alegre, RS. 2007.

L1 L2 L3 L4

Tempo G NG G NG G NG G NG % germinacgdo

1h TA 14 31 5 18 10 17 9 13 32

2h TA 6 11 17 29 11 18 5 11 36

3h TA 18 19 7 18 25 27 5 26 38

4h TA 15 19 13 16 19 31 3 11 39

4h BOD 9 44 12 58 15 51 5 23 19
24hBOD 23 32 15 20 25 27 17 21 44

L: lamina; G: grao de poélen germinado; NG: ndo germinado; TA: temperatura ambiente; BOD:

incubadora.

De acordo com Cavalcante (1999) a viabilidade dos gréos de poélen é

influenciada pelas variacbes de temperatura e umidade que induzem

mudancas significativas na resposta do grao de pdlen. Alta temperatura e

umidade ocasionam diminuicdo na viabilidade.

O percentual maximo de germinacdo dos grdos de pdlen de H.

polyanthemum foi 44%, contrastando com 89% de viabilidade. Moraes (2007)



FIGURA 15. Germinacéao in vitro dos graos de polen de Hypericum. a,b,e,f) H.
polyanthemum, populacdo 17. a) 2horas e b) 4 horas em
temperatura ambiente. c¢) H. caprifoliatum, populacédo 1 e d) H.
cf carinatum, populacao 15, 24 horas em BOD. e) 24 horas em
BOD. f) 4 horas em temperatura ambiente. Escala 10 pm.
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obteve resultados semelhantes para H. brasiliense, onde a germinacéo foi de
43% e a viabilidade do polen, acima de 80%.

A percentagem de viabilidade de pdlen em testes de germinacdo é
normalmente menor do que a estimada por coloracdo. Por exemplo, em
Citrus, para trés plantas de uma populacdo de tangerina (72, 112 e 122),
Cavalcante (1999) relatou 38,00, 59,25 e 78,50% de polen corado, enquanto
que a germinacéo in vitro foi de 1,50, 5,00 e 1,25%, respectivamente.

Brutovska et al (1998) utilizando grdos de polen reduzidos de H.
perforatum relataram frequéncia de germinacao igual a 86% para plantas
diploides e 38% para plantas tetrapléides, enquanto que a percentagem de
viabilidade, obtida a partir de coloracdo da calose com anilina lactofenol azul
(LAB) e reacéao fluorocromatica, foi de aproximadamente 83%, para plantas
diploides e tetrapldides.

De acordo com Arda et al (2006), sob mesmas condi¢cbes ambientais,
foram observadas diferencas significativas na germinacao in vitro dos gréos
de pdlen de duas espécies. A percentagem de germinacéo foi 12,85% para
H. perforatum e 64,42% para H. rumeliacum, enquanto que a viabilidade de
polen foi de 83% e 72%, respectivamente.

Os graos de podlen, das espécies analisadas neste trabalho, com
formato eliptico ndo mostraram indicios de germinagéo, sugerindo, entdo, que
somente os grdos com formato arredondado sao viaveis.

Cabe salientar que, 24 horas apdés a montagem do experimento
mantido em BOD, alguns gréos ainda estavam em processo de hidratacao e
certamente iriam germinar, no entanto, 0 meio ja estava desidratando. Em

vista disso, € necessario otimizar protocolos para germinagao in vitro dos
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grédos de polen de espécies de Hypericum, levando-se em consideragdo o
meio e os fatores ambientais (temperatura, luz, umidade) que possam alterar,

inibindo ou acelerando, a emissédo do tubo polinico.



5. CONCLUSOES

- Este trabalho permitiu maior conhecimento sobre algumas espécies
brasileiras do género Hypericum (H. caprifoliatum, H. cf carinatum e H.
polyanthemum), para as quais, estudos citogenéticos sao inéditos.

- Hypericum caprifoliatum, H. cf carinatum e H. polyanthemum sdo espécies
dificeis para estudos citogenéticos, pois apresentam cromossomos muito
pequenos e NUMerosos.

- A meiose irregular e alta variacdo no tamanho dos grdos de pdlen em H.
caprifoliatum e H. cf carinatum pode ser reflexo do modo de reproducéao das

espécies.
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