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Biologia floral, microsporogénese e nimero cromossémico em cinco espécies de
plantas utilizadas na medicina popular no Rio Grande do Sul.
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RESUMO: Onze populac¢@es de cinco espécies de plantas medicinais utilizadas no Rio Grande
do Sul, foram observadas quanto ao periodo de floracdo, durante trés anos e estudadas
citogeneticamente. Discaria americana e Matricharia chamomilla, florescem preferencialmente
no inverno, Foeniculun vulgare e Symphytum officinale, nas estacdes mais quentes e Plectranthus
barbatus floresce em estacdes mais amenas. Na meiose da microsporogénese, formaram-se 11
bivalentes em D. americana e F. vulgare; nove bivalentes em M. chamomilla; 14 bivalentes em P,
barbatus e 21 bivalentes em S. officinale. As espécies P.barbatus e S.officinale, apesar de se
reproduzirem vegetativamente conservam o ciclo da gametogénese. Em M. chamomilla, plantas
cultivadas em estufa tiveram 20,8% de células com irregularidades meiéticas, indice meiético
65,2% e viabilidade do pélen 56,7%, enquanto que plantas cultivadas em temperatura ambiente
apenas 5,8% de células foram irregulares, o indice meiético foi de 88,6% e a viabilidade do pélen
97,5%. Em S. officinale,. 25,9% das células apresentaram irregularidades com formacéo de
pontes e a presenca de 2, 3, 4 e 5 cromossomos retardatarios refletindo-se num indice meiético
préximo a 60% e pdlen viavel 53,21%. O nimero cromossOmico das espécies estudadas foi:
2n=2x=22 em D. americana, 2n=2x=22 em F. vulgare, 2n=2x=18 em M. chamomilla, 2n=2x=28
em P. barbatus e 2n=2x=42 em S. officinale.

Palavras-chave: meiose, viabilidade do pélen, cromossomos, medicina popular

ABSTRACT - Floral biology, microsporogenesis and chromosome number in five species

of plants used in popular medicine in Rio Grande do Sul State, Brazil. Eleven population of
five species of plants used in Rio Grande do Sul State as popular medicine had been observed for
three years regarding to the flower period and studied cytogenetically. Discaria americana and
Matricharia chamomilla flower during winter while Foeniculun vulgare and Symphytum officinale
flower in warmer stations and Plectranthus barbatus during temperated clime. In the
microsporogenesis, there were formed 11 bivalents in D. americana and F. vulgare; 9 bivalents in
M. chamomilla; 14 bivalents in P, barbatus and 21 bivalents in S. officinale. Despite of the fact
that the species P. barbatus and S. officinale have vegetative reproduction, they kept the
gametogenesis cycle. Plant like M. chamomilla cultivated inside a house green showed 20.8% of
meiotics irregularities, 65.2 % of meiotic index and 56.7% of pollen viability, while plants cultivated
at room temperature showed only 5.8% of irregular cells, 88.6% of meiotic index and 97.5% of
pollen viability. In S. officinale 25.9% of the cells showed irregularities with bridge formation and
the presence of 2, 3, 4 and 5 belated chromosome that reflect in the meiotic index around 60%
and pollen viability 53.21%. The chromosome number of the studied species were: 2n=2x=22 in
D. americana, 2n=2x=22 in F. vulgare, 2n=2x=18 in M. chamomilla, 2n=2x=28 in P. barbatus and
2n=2x=42 in S. officinale.
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INTRODUCAO

Plantas tém sido tradicionalmente usadas
por populacdes de todos os continentes ao longo dos
séculos no controle de diversas doencas, e mais
recentemente, aliada ao desenvolvimento cientifico,
tem propiciado grandes avancos no estudo terapéutico
dos vegetais (Tyler, 1994). O interesse pelas
propriedades quimicas dos vegetais tem gerado uma
corrida crescente aos recursos naturais, o que tem
causado sérios danos a diversidade genética de
algumas espécies, erodindo seus recursos genéticos
e colocando em risco a extingdo de varias delas
(Frankel et al., 1996).

As espécies Discaria americana Gill. & Hook.
(Rhamnaceae), localmente chamada “quina-do-
campo”, é um pequeno arbusto subéfilo encontrado
no sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina;
Foeniculun vulgare Mill. (Apiaceae), “funcho”, erva
perene, originaria da Europa; Matricharia chamomilla
L.(Asteraceae), “camomila-alema”, erva anual que
cresce espontaneamente na Europa, Asia e Africa;
Plectranthus barbatus Andr. (Lamiaceae),“falso-
boldo”, arbusto perene, originario da Africa;
Symphytum officinale L. (Boraginaceae), “confrei”, erva
perene originaria da Europa, Asia e América Latina ,
sdo exemplos de plantas comumente usadas na
medicina popular, sob a forma de chés, infusbes e
compressas. Seus usos mais frequentes vao desde
tratamento de diabetes, distlrbios digestivos,
afeccBes hepaticas e acao cicatrizante (Correa, 1984;
Medan, 1993; Castro & Chemale, 1995; Giacomelli
etal., 2001).

O baixo nivel de vida da maior parte da
populacéo brasileira e o alto custo dos medicamentos,
contribuem para manter o uso tradicional de plantas
medicinais nos cuidados primarios da saude e nos
dias atuais esta sendo progressivamente oficializado
(Juiz de Fora, 1998). Nesse sentido, sao
imprescindiveis estudos botanicos, agronémicos,
citogenéticos e de distribuicdo geogréafica. Dados
citogenéticos basicos como o0 nimero cromossémico,
comportamento meidtico e estimacao da fertilidade
do pélen, sdo importantes para determinar a
variabilidade genética disponivel em espécies com
potencial medicinal, para caracterizacdo do
germoplasma e para o estudo da biodiversidade (Boff
& Schifino-Wittmann, 2002).

O objetivo do trabalho foi obter dados e
informacdes sobre o periodo reprodutivo das plantas,
0 comportamento dos cromossomos na
microsporogénese e propor o nuamero de
cromossomos das espécies: Discaria americana Gill.
& Hook; Foeniculun vulgare Mill; Matricharia
chamomilla L; Plectranthus barbatus Andr.;
Symphytum officinale L.
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MATERIAL E METODO

Sementes e botdes florais de D. americana
(Quina-do-campo), F. vulgare (funcho), M. chamomilla
(camomila-alemd), e estoldes e botbes florais de P.
barbatus (falso-boldo), S. officinale (confrei), foram
coletados no Rio Grande do Sul, Brasil. As excicatas
foram registradas no Herbario Santa Maria
Departamento de Biologia (SMDB) da Universidade
Federal de Santa Maria e no Herbario Brazilian
Laboratory of Agrostology (BLA) da Fundacéo
Estadual de Pesquisa Agropecuaria/Porto Alegre
(Tabela 1).

No acompanhamento da biologia floral, foram
realizadas visitas semanais, registrando dados
fenolégicos da floracéo e frutificacdo. Para analise
meidtica, botdes florais foram fixados em etanol:acido-
acético (3:1) por 24 horas a 4°C e conservados em
alcool 70% sob refrigeracdo até andlise. O corante
utilizado foi orceina acética 2% para D. americana,
orceina lactica para F. vulgare, orceina propidnica
2% para P. barbatus e S. officinale e carmin
propiénico 2% para M. chamomilla. Foram analisadas
as associacfes cromossdmicas em diacinese e
metéafase | e segregacéo nas anafases e teléfases.
O indice meiético foi calculado de acordo com Lové
(1949): IM= ndmero de tétrades normais/nimero total
de tétrades analisadas x 100, a partir de 600 células,
em estagio de tétrade, por populacéo. A estimativa
da viabilidade do pélen foi obtida em 20 botdes florais
por populacao, sendo 10 corados com carmin acético
e 10 com reativo de alexander, totalizando em média
2.000 graos. Na analise comparativa entre populacdes
e entre os corantes dentro de cada espécie foi
utilizado o teste t a 5%.

Na determinacdo cromossémica, as
sementes foram germinadas em placas de petry sobre
papel filtro umedecido, em condi¢Bes de temperatura
ambiente. Em S. officinale e P. barbatus as raizes
foram obtidas de estoldes suspensos em agua em
virtude da ndo producao de sementes. As radiculas
foram hidrolisadas em HCI 5N por 10 a 25 minutos,
maceradas em &cido acético 45%, congeladas a
-3°C por 24h, separadas com nitrogénio liquido
(-160°C) e coradas com reagente giemsa.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os dados da biologia floral obtidos em trés
anos de observacéo (Tabela 2), evidenciaram uma
uniformidade nas épocas de inicio da floracéo até a
formacdo das sementes, em D. americana e F.
vulgare. Em M. chamomilla, a nao sincronia nestes
parametros deve-se provavelmente ao fato de que as
plantas do local Harmonia/RS, foram cultivadas em
estufa, com temperatura, umidade e luminosidade
controladas, diferindo muito do seu ambiente natural.
P. barbatus é uma espécie de reproducao vegetativa.
Produziu apenas algumas sementes inviaveis no ano
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TABELA 1. Espécies, locais de coleta e registro das exicatas nos Herbarios: Santa Maria Departamento de Biologia
(SMDB), Santa Maria/RS e Brazilian Laboratory of Agrostology (BLA), FEPAGRO Porto Alegre/RS..

Espécie Local de coleta (Populagdes) Numero NP°. registro
Anos: 2000 — 2001 - 2002 plantas/local
Discaria americana Distrito Boqueirao — Sao Sepé R/S 10 SMDB 7466
Gill. & Hook Rincao dos Cardoso — Jaguari R/S 2 SMDB 9513
Foeniculum vulgare J. Botanico/UFSM Santa Maria R/S 13 SMDB 9679
Mill. Santa Maria R/S 3 SMDB 9680
Restinga Seca R/S 7 SMDB 9681
Matricharia chamomilla Harmonia R/S 5 BLA 17254
L. Viaméo R/S 5 BLA 17255
Plectranthus barbatus Campus da UFSM - Santa Maria R/S 2 SMDB 9644
Andr. Santa Maria R/S 3 SMDB 9643
Symphytum officinale J. Botanico/UFSM - Santa Maria R/S 7 SMDB 7607
L. Santa Maria R/S 6 SMDB 7608

TABELA 2. Controle do periodo de floragédo e frutificagdo nas espécies: Discaria americana, Foeniculum vulgare, Matricaria
chamomilla, Plectranthus barbatus, Symphytum officinale, no Rio Grande do Sul. Anos 2000-2002.

Anos 2000 2001 2002

Espécies o |l e |>|n|c s | = = | e <} - = | >[N |c s == |5 |c o - = | > N
S = =] <] o [ It [} =] = = o o] s |2 [} S o 3 <] o
2l |a|o|2|a|8S |&|2|=2|2|3 |3 | | |6|2|a|8 |&|=|2|=|3 |3 |2 |s |6]|2]|a

D. americana . e o | * . X3 3 3 * 3 I3 . . *

F. vulgare . .. * * . . % * .. * * * * % .

M. chamomilla o ee |ex |ex o |ee [ex |ex

M. chamomillal oK | ex | X . oK ek [k | X%

P. barbatus * . e | o * * * * - . .. *

S. officinale . . oe |o |o . . . o |ee |e o e | . . .

1 = Plantas cultivadas em estufa. w = Plantas com flores. ww = Periodo de maxima floragéo. - = Formagao de frutos e sementes.

de 2001. Em S. officinale, houve uniformidade no inicio
e apice da floragcéo nos dois locais observados, mas
como esta espécie se reproduz vegetativamente, ndo
foi observada a formacéo de sementes. A auséncia
de sementes maduras ou frutos em decorréncia da
reproducdo vegetativa ocorre também em outras
plantas que se reproduzem vegetativamente (Teixeira
et al., 2002). D. americana e M. chamomilla,
florescem preferencialmente no inverno, enquanto que
F. vulgare, e S. officinale, sdo espécies com
preferéncia de floracao nas estacdes mais quentes.
Na espécie P. barbatus, a floracdo ocorre em
estagGes mais amenas.

Os resultados do comportamento meiético,
indice meidtico e estimativa da viabilidade do pélen
estdo registrados nas Tabelas 3 e 4.

Na meiose da microsporogénese (Tabela 3),
0 comportamento das células em diacinese e
metéafase | normais, mostraram a formacao de 11
bivalentes em D. americana (Figura 1) e F. vulgare
(Figura 2), nove bivalentes em M. chamomilla (Figura
3), 14 bivalentes em P. barbatus (Figura 4) e 21
bivalentes em S. officinale (Figura 5).

Em D. americana e P. barbatus, em todas
as fases da meiose, ndo foram encontradas
anormalidades (Tabela 3). Em D. americana, o indice
meioético médio foi 88,5% e a viabilidade do pélen
(Tabela 4) obteve a média da porcentagem mais alta
(98,0%) quando comparada com as demais espécies
analisadas no trabalho (Tabela 4). Em P. barbatus,
embora tenha apresentado o mais alto indice meiético
médio (94,6%), em relacdo as demais espécies
avaliadas, houve pouca formacéo de sementes, e no
ano 2001, 75% destas foram invidveis. Nos anos 2000

e 2002, ndo produziu sementes devido as fortes
geadas ocorridas. Como a propagacéao dos individuos
€ vegetativa, acredita-se que a ocorréncia esporadica
da microsporogénese, é uma estratégia que a espécie
usa para manter variabilidade genética para eventual
necessidade. A queda na porcentagem da viabilidade
do pdlen (75-80%), provavelmente é atribuida a
reproducao vegetativa da espécie, como acontece
também em outras espécies de reproducao vegetativa,
entre elas Dabhlstedltia pinnata (Teixeira et al., 2002).

Nas trés populacées de F. vulgare, em 139
células em diacinese/metéafase I, 10,8% das células
apresentaram irregularidades, sendo a maior
ocorréncia encontrada nas células metafasicas com
cromossomos fora da placa equatorial (Tabela 3 e
Figura 6). Na disjuncdo dos cromossomos em
anafase/teléfase |, de 217 células, 11,5% foram
irregulares e o indice meiético médio permaneceu
préximo a 69% . A viabilidade do p6len mostrou-se
elevada, com uma amplitude que variou de 86,98 a
92,87% (Tabela 4).

Em M. chamomilla, ocorreu uma disjuncéo
diferenciada, de 15% entre as plantas cultivadas em
estufa (populagao Harmonia), com 20,8% de células
com irregularidades e as plantas cultivadas em
temperatura ambiente (populacdo Viaméao), com
apenas 5,8%. Este comportamento estendeu-se até
o final da meiose culminando com indice meidtico
em apenas 65,2% nas plantas cultivadas em estufa,
enquanto que as plantas desenvolvidas em ambiente
natural alcancaram um indice de 88,6%. As
populacdes de M. chamomilla, apresentaram
diferencas significativas entre as populacdes e entre
0s corantes nas analises da viabilidade do pélen
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TABELA 3. Comportamento dos cromossomos ha microsporogénese
medicinais, coletadas no Rio Grande do Sul, (anos: 2.000 — 2.002).
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em populacdes de cinco espécies de plantas

Espécie Populacdo Meiose| Meiosell
Associacao Disjuncéo Metafase Il Disjuncéo M
Diac-Met | Anaf-Telof. | Anaf-Telof. Il
N*  N** % N*  N** 9% N* N** 0p N*  N** % (%)
D. americana 7466 80 - 100 160 - 100 38 - 100 108 - 100 87,28
9513 34 - 100 58 - 100 20 - 100 191 - 100 89,70
F. vulgare 9679 78 7 91,8 100 9 917 6 - 100 80 - 100 69,25
9680 20 3 87,0 50 9 847 3 100 29 - 100 68,59
9681 26 5 839 42 7 857 3 100 43 - 100 68,90
M. chamomilla® 17254 89 - 100 114 30 79,2 13 4 765 25 8 758 65,22
M. chamomilla 17255 52 100 98 06 942 16 - 100 20 - 100 88,60
P. barbatus 9644 50 - 100 83 - 100 45- - 100 6 - 100 96,06
9643 38 - 100 70 - 100 27 - 100 8 - 100 93,16
S. officinale 7607 150 - 100 240 118 67,1 159 - 100 257 48 84,3 60,29
7608 140 - 100 236 104 694 128 - 100 161 42 79,3 61,01

1= Espécie cultivada em estufa; N* = Nimero de células normais; N** = Nimero de células anormais; % = Percentual de células normais; IM = indice Meiético.

TABELA 4. Estimativa da viabilidade do p6len em populagdes de cinco espécies de plantas medicinais, coletadas no Rio

Grande do Sul (anos: 2000 — 2002).

Espécie Localidade/ populagdo

Carmin propiénico % Reativo de Alexander %

D. americana Jaguari/9513 99,75% 99,87%
S&o Sepé/7466 95,77 96,192

F. vulgare Santa Maria/ 9679 89,00% 92,872
Santa Maria/9680 88,08 89,00%

Restinga Seca/ 9681 86,98% 88,25%

M. chamomilla Harmonia'/17254 47,86 65,60*°
Viam#0/17255 97,42 97,67

P. barbatus Santa Maria/ 9644 77,807 80,29%
Santa Maria/ 9643 75,60% 79,28

S. officinale Santa Maria/7607 % 52,00% 53,73%
Santa Maria/7608% 53,68°% 53,42

1 = plantas cultivadas em estufa; & = Dados médios de inicio + &pice + término da floragdo. Nas colunas, letras minUsculas diferentes, correspondem as
diferencas significativas, entre populag6es dentro de cada espécie. Nas linhas, letras mailsculas diferentes, correspondem as diferencas significativas, entre

corantes dentro de cada populacéo. Teste t (P < 5%).

TABELA 5. Espécies, Locais de coleta no Rio Grande do Sul, nimero de indexacdo no Herbario, células e individuos

analisados, ploidia de cada espécie.

Espécie Local coleta/ N° células/ Ploidia
Numero de indexagdo (NUmero de plantas) 2n
D. americana Jaguari/9513 37 (4) 22
S&o Sepé/7466 32 (3) 22
F. vulgare Santa Maria// 9679 75 (5) 22
Restinga Seca// 9681 45 (3) 22
M. chamomilla Harmonia/17254 10 (5) 18
Viamao/17255 10 (5) 18
P. barbatus Santa Maria/9644 36 (3) 28
Santa Maria/9643 41 (4) 28
S. officinale Santa Maria/7607 80 (6) 42
Santa Maria/7608 50 (4) 42

(Tabela 4). Nas plantas cultivadas em estufa, ocorreu
uma drastica redugdo na viabilidade do pdlen.
Enquanto que, nas plantas desenvolvidas em
condic¢des naturais, a porcentagem do poélen viavel
foi em média de 97,5%, nas plantas cultivadas em
estufa a viabilidade caiu para 56,7%, O percentual de
diferenca de células com problemas, durante o ciclo
meiotico da microsporogénese refletindo-se em baixo
indice meidtico e uma drastica reducédo de pdlen
viavel, provavelmente, deve-se a existéncia de algum
fator ambiental agindo nos genes responsaveis pelo
desenvolvimento normal no processo da formacgéo dos
gametas masculinos desta espécie. Resultados

semelhantes obtidos entre condi¢Bes naturais e
controladas foram encontrados em Myrtaceae por
Prakash (1969) e Cucurbitaceae por Johannsson &
Stephenson (1998).

O mais alto percentual de irregularidades da
microsporogénese foi observado nas populacdes de
S. officinale, na anafasel/teléfase | e Il. Irregularidades
como a formacao de pontes e apresencade 2, 3,4 e
5 cromossomos retardatarios (Figura 7), foram
observados em 25,9% das células o que refletiu em
um indice meidtico proximo a 60% (Tabela 3). Pontes
cromossomicas séo indicativo da ocorréncia de
translocac6es ou inversdes paracéntricas (Cao et al.,
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FIGURAS 1-7. Microsporogénese: 1) Diacinese (11 Il) em D. americana, 2) Diacinese (11 Il) em F. vulgare; 3) Diacinese
(9 ) em M. chamomilla; 4) Diacinese (14 1l) em P. barbatus; 5) Diacinese (21 Il) em S. officinale; 6) Metafase | em F.
vulgare com quatro Cromossomos fora da placa equatorial; 7) Teléfase | em S. officinale com trés cromossomos

retardatarios. Escala igual a 10mm.

2003) e podem conduzir a esterelidade do pélen,
como sugerido por Zadoo (1984), para Sesbania
macrocarpa. Cromossomos retardatarios sao
indicativo do ndo pareamento cromossOmico, levando
a formagé&o de gametas ndo balanceados, aborto de
Ovulos, formacado de sementes inviaveis e adultos
semiestéreis (Ramsey & Schenske, 2002). Indices
meiéticos acima de 85% confirmam a regularidade
meidtica na microsporogénese. Caso ocorra a mesma
regularidade meidtica na megasporogénese estas
plantas provavelmente ndo apresentar&o problemas
em termos de producéo e viabilidade de sementes,
garantindo desta forma a manuteng&o de novas
geracdes. Poderdo ser usadas em programas de
melhoramento envolvendo selecdo, cruzamentos e
producéo de sementes viaveis (Coelho & Battistin,
1998; Battistin & Mattos, 2002; Garcia & Battistin,
2002). Embora algumas espécies perpetuam-se
normalmente com viabilidade do pélen baixa 20,9%,
como é o caso da leguminosa Eriosema glabrum,
todo o pdlen viavel é aproveitado otimizando a energia
que € alocada na formagédo do mesmo (Biondo &
Battistn, 2001). Na espécie S. officinale, foi observado
uma diferenga na viabilidade dos grédos de poélen
durante o periodo de floragéo. Por esta raz&o a analise
do pdlen foi feita em trés etapas: inicio, apice e término
da floracéo. Os resultados mostraram que no inicio
da floragao a viabilidade foi apenas 32,96%, no apice
da floracéo a viabilidade alcan¢ou o maior percentual
70,98% e no término da floragao caiu para 56,79%.
Os dados médios do inicio, apice e fim da floragéo

(Tabela 4), mostraram ser a espécie que teve as mais
baixas porcentagens de viabilidade do pélen, nas duas
populacdes analisadas. Apesar desta espécie se
reproduzir vegetativamente, ela conserva uma
porcentagem de gametas masculinos normais,
garantindo a manutenc¢do da variabilidade genética,
bem como o uso destes gametas numa necessidade
de reproducéo sexuada.

A Tabela 5, registra os numeros
cromossdmicos encontrados nas espécies
analisadas. A determinagcdo cromossdémica de
2n=2x=22 (Figura 8) foi realizada pela primeira vez
para populacdes de D. americana ocorrentes no Rio
Grande do Sul. Tortosa (1983), encontrou 2n=44 em
D. americana na Argentina e sugeriu ser esta uma
espécie tetrapléide quando comparada as demais
seis espécies do género que apresentaram nimeros
cromossdmicos de 2n=22. Com os dados obtidos
neste trabalho aliados aos da literatura, verificou-se
que D. americana apresenta diferentes niveis de
ploidia, sugerindo x=11 como provavel nimero
cromossémico béasico para o género. Os nimeros
cromossdmicos 2n=2x=22 encontrado em F. vulgare
(Figura 9), 2n=2x=18 em M. chamomilla (Figura 10)
e 2n=2x=28 em P. barbatus (Figura 11) concordam
com os disponiveis na literatura (Goldblatt 1981, 1984,
1988; Bennici et al., 2004). Na espécie S. officinale
foi encontrado 2n=2x=42 cromossomos (Figura 12),
diferindo dos dados de Huizing et al. (1982) que
encontraram nesta espécie citotipos com 2n=24, 40,
48, 56 cromossomos, sendo 2n=48 o mais
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FIGURAS 8-12. Metafases mitéticas: 8) D. americana 2n=2x=22; 9) F. vulgare 2n=2x=22; 10) M. chamomilla 2n=2x=18;
11) P. barbatus 2n=2x=28; 12) S. officinale 2n=2x=42. Barra igual a 10 mm.

comumente encontrado. Polimorfismo cromossémico
numéerico, a exemplo do que ocorre em S. officinale,
foi verificado também nas espécies Mikania
pachyphylla, que exibiu 2n=34, 36 e 38 cromossomos
e M. pyramidata com 2n=36, 40 cromossomos,
evidenciando um importante papel da aneuploidia na
evolucao destas espécies (Maffei et al., 1999).
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