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MORAES, Izabel Cristina Ribeira de. Caracterização citogenética e da biologia 
reprodutiva de três espécies do gênero Hypericum  L (Clusiaceae). 2007. 64f. 
Dissertação (Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e Biotecnologia) – Pós-
Graduação – IAC. 
 
 
RESUMO 
 
Espécies do gênero Hypericum têm sido alvo de crescente interesse científico e 
econômico por apresentarem metabólitos secundários com comprovados efeitos 
medicinais, tais como antidepressivo, antiviral e antitumoral. Embora H. perforatum L. 
seja a espécie mais estudada do gênero, alguns estudos com enfoque fitoquímico e 
anatômico vêm sendo realizados com outras espécies de Hypericum, como as nativas H. 
brasiliense Choisy e H. cordatum Vell. Da possibilidade de se explorar propriedades 
medicinais como as já identificadas para Hypericum, surge a necessidade de se conhecer 
as espécies nativas da flora brasileira do ponto de vista citogenético e reprodutivo, pois 
tais estudos constituem o conhecimento básico para a criação e manutenção de uma 
espécie em bancos de germoplasma e podem, no futuro, indicar os rumos a serem 
tomados dentro de um programa de melhoramento genético vegetal. No presente 
trabalho, foi estudada a biologia reprodutiva e a citogenética de três espécies do gênero 
Hypericum: H. brasiliense Choisy, H. cordatum (Vell.) N. Robson e H. ternum A. St.-
Hill. Para as análises citogenéticas, foram preparadas lâminas de raízes hidrolisadas e 
empregados os bandamentos 4’-6’-diamidino-fenilindol (DAPI) e Cromomicina A
3
 
(CMA
3
), além da técnica de Hibridização in situ fluorescente (FISH) com sondas de 
rDNA 45S e 5S. Para os estudos reprodutivos, foi realizada contagem de pólens viáveis, 
crescimento de tubo polínico in vitro, secções anatômicas de anteras, além de ensaios 
envolvendo teste de autocompatibilidade in vitro, emasculação, autopolinização e 
polinização livre. Embora não tenha sido obtido sucesso na aplicação das técnicas de 
FISH e dos bandamentos, foram registrados os números cromossômicos inéditos das 
três espécies, sendo o de H. brasiliense 2n=16, o de H. ternum 2n=36, e o de H. 
cordatum n=28 e 2n=56. Os resultados mostraram que H. brasiliense e H. cordatum são 
espécies auto-compatíveis, podendo também apresentar autopolinização. H. brasiliense 
apresentou dois padrões florais, um com filetes mais longos e anteras amarelas com 
pólens viáveis, e o outro com filetes mais curtos e anteras translúcidas, caracterizando 
sua macho-esterilidade. Observou-se a ocorrência de apomixia em flores macho-




 
 
 
 
 
xi 
estéreis. O percentual de viabilidade de pólen foi alto nas três espécies, embora os cortes 
histológicos tenham mostrado um alto percentual de pólens inviáveis ou degenerados, 
problema ocasionado por irregularidades que ocorreram durante a meiose das três 
espécies, e que levaram à formação de micronúcleos e de anteras estéreis. Estudos 
moleculares com número maior de populações destas espécies poderiam fornecer 
informações mais precisas sobre a reprodução de Hypericum,  que tem sido relatada 
como complexa e altamente diversa. 
 
Palavras-chave: apomixia, meiose, micronúcleos. 
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MORAES, Izabel Cristina Ribeira de. Cytogenetic characterization and reproductive 
biology of three Hypericum  species (Clusiaceae). 2007. 64f. Dissertação (Mestrado 
em Genética, Melhoramento Vegetal e Biotecnologia) – Pós-Graduação – IAC. 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Extracts of Hypericum species are target of studies due to their antidepressant, antiviral 
and antitumoral proprieties. Altought Hypericum perforatum L. is the most studied 
species of the genus, some studies also include Hypericum brasiliense and Hypericum 
cordatum  as a source of the same secondary metabolites and medicinal proprieties 
related to H. perforatum. Aiming for increasing the knowledge of these Brazilian native 
species several aspects of its biology are required to be studied, such as reproductive 
biology and cytology. Reproductive biology and cytology information provides the 
bases for creation and maintenance of Germplasm Banks and may indicate patterns for 
breeding programs. Due to the economic potential that represent medicinal crops and 
because of the lack of information for the genus Hypericum, the present study aims to 
characterize the reproductive biology and cytology of H. brasiliense, H. cordatum and 
H. ternum by analyses of diploid chromosome number, meiotic process, pollen viability, 
monitoring of pollen grain germination and compatibility tests, controlled pollination 
assays and anther anatomic sections. For the cytogenetic analyses, slides of hydrolyzed 
roots were made and DAPI and CMA
3
 banding techniques were applied, as well as 
fluorescent in situ hybridization with rDNA 45S and 5S probes. In reproductive studies, 
pollen viability, in vitro pollen germination, self-compatibility test, and reproductive 
tests by emasculation, self-pollination and free pollination, and histological sections of 
immature and mature anthers were obtained. Although FISH, DAPI and CMA bandings 
were not well succeeded, the unpublished chromosome numbers for the three species 
were registered. For H. brasiliense 2n=16; H. cordatum n=28,  2n=56 and H. ternum, 
2n=36. Reproductive biology data showed that H. cordatum and H. brasiliense are auto-
compatible, preferentially alogamous, but both species can be cross pollinated. 
Apomixis is present in male-sterile flowers of H. brasiliense. In H. brasiliense floral 
dimorphism was observed. One pattern shows short filets and translucent anthers, 
characterizing male sterility, and the other presents yellow anthers and long filets. 
Viable pollen rates were high for the three species, although abnormal anthers withs 
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unviable pollens were also observed, due to irregularities observed in meiosis of these 
species. The abnormal meiotic process is certainly the origin of micronuclei and sterile 
anthers formation. In the future molecular studies with increased number of populations 
can provide more information about reproduction of Hypericum, always reported as 
complex and diverse. 
 
 
Key-words: apomixis, meiosis, micronuclei. 
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1 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
 
O gênero Hypericum L., pertencente à família Clusiaceae Lindl., é originário da 
Europa e Ásia, sendo bem distribuído em regiões temperadas ou montanhosas tropicais 
(WANDERLEY et al., 2005). O gênero é composto por aproximadamente 400 espécies 
que caracterizam-se por apresentar glândulas escuras e translúcidas distribuídas por toda 
a planta (BOMBARDELLI & MORAZZONI, 1995). As plantas em geral são de porte 
subarbustivo ou arbustivo, tendo as folhas opostas, de coloração verde clara e com 
lâmina membranácea a coriácea. As flores são bissexuadas, amarelas, e seus frutos são 
cápsulas secas, com sementes numerosas, sem alas, em geral foveoladas e estriadas. 
Estão distribuídas por regiões tropicais e temperadas e, no estado de São Paulo, ocorrem 
em torno de oito espécies (WANDERLEY et al., 2005). Os nomes populares das 
espécies de Hypericum referem-se ao formato de suas folhas. As espécies com folhas de 
lâmina membranácea são chamadas de “erva-de-São-João” porque florescem na época 
das festas de São João, e as de lâmina coriácea, “orelha-de-gato” (Figura 1). 
 
 
   
Figura 1 – denominações em função do formato da folha: orelha de gato (a) e da 
época de floração: erva-de-são-João (b). Figura retirada de http://www.swsbm.com 
 
a  b 




 
 
 
 
 
 
2 
Espécies do gênero Hypericum têm sido alvo de crescente interesse científico e 
econômico por apresentarem metabólitos secundários com comprovados efeitos 
medicinais, tais como antidepressivo (TAKAHASHI et al., 1989), antiviral (LAVIE et 
al., 1995) e antitumoral (VAN DE PUTTE et al., 2005). 
Um dos principais metabólitos das espécies do gênero é a hipericina, uma 
antraquinona que foi primeiramente isolada de H. perforatum L. por Buchner em 1830 e 
cuja estrutura só foi corretamente estabelecida em 1954 (apud BOMBARDELLI & 
MORAZZONI, 1995). A hipericina foi estudada por LAVIE et al. (1995), que atribuiu a 
esta substância a capacidade de inativar infecções causadas por vírus e retrovírus que, 
na presença deste metabólito, perdem a atividade infecciosa e tornam-se incapazes de 
realizar a transcrição reversa. À hipericina é também atribuída a principal reação 
adversa relatada para o uso de hipérico, a fotossensibilidade (BOMBARDELLI & 
MORAZZONI, 1995). Embora a fotossensibilidade seja tratada como um efeito 
colateral, descobriu-se mais tarde que é da atividade fotodinâmica causadora deste 
efeito colateral que resulta também a propriedade anti-tumoral (HAMILTON et al., 
1996; VAN DE PUTTE et al., 2005), pois sendo uma substância foto-reagente, a 
hipericina atua causando dano celular às células cancerosas. As substâncias 
fotossensíveis, após serem injetadas endovenosamente ou aplicadas sobre a lesão, 
acumulam-se preferencialmente nas células que estão em grande atividade de 
crescimento e multiplicação, como as células tumorais. Algumas horas depois, a região 
a ser tratada é exposta a uma luz com comprimento de onda específico para aquela 
substância, o que gerará uma reação que, na presença de oxigênio, liberará radicais 
livres altamente tóxicos para as células, causando a sua morte (MACHADO, 1999). 
Novas descobertas têm sido feitas com relação aos potenciais terapêuticos do 
hipérico, mas o principal uso desta planta atualmente é para o tratamento de depressão. 
A atividade antidepressiva foi inicialmente atribuída à presença de hipericina, porém 
estudos clínicos e experimentais apontam a hiperforina como composto com atividade 
antidepressiva (BARNES et al., 2001). 
O hipérico na forma de medicamento é largamente utilizado para depressão 
média a moderada em vários países (HARRER & SCHULZ, 1994). No Brasil, é 
comercializado tanto na forma de fármaco, como por exemplo, Adprex® (Hebron), 
Fiotan® (Byk), Hiperex® (Eurofarma) e Iperisan® (Marjan) (DEF, 2003), quanto na 
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forma de produtos não processados, em feiras livres ou em barracas de vendedores de 
ervas medicinais. A fim de normatizar e controlar a venda do produto como 
medicamento, foi criada a resolução RE nº 357, de 28 de fevereiro de 2002, que 
“determina como medida de interesse sanitário, a apreensão, em todo território nacional, 
de qualquer produto farmacêutico a base de Erva de São João (Hypericum perforatum) 
que não possuam tarja vermelha contendo os dizeres ‘Venda sob prescrição médica’, ou, 
que não possuam registro na Anvisa” (ANVISA, 2002). 
Apesar da espécie H. perforatum L. ser a mais estudada e, portanto, a mais 
conhecida do gênero, alguns estudos vêm sendo realizados com outras espécies de 
Hypericum. A distribuição dos constituintes químicos em Hypericum brasiliense Choisy 
foi alvo de estudos de ABREU et al. (2004), que identificou nesta espécie praticamente 
todos os constituintes químicos encontrados em H. perforatum. Atualmente, apenas H. 
perforatum é utilizada na produção de medicamentos, mas as diversas pesquisas que 
têm sido realizadas com H. brasiliense sugerem que esta espécie pode vir a ser utilizada 
futuramente para os mesmos fins que H. perforatum. 
No Brasil, H. brasiliense é uma espécie que recentemente vem despertando 
considerável interesse científico.  ROCHA et al. (1994; 1995; 1996) isolaram 
floroglucinóis, xantonas e ácido betulínico e flavonóides, e comprovaram a ação 
antifúngica e antibacteriana, resultantes da ação de xantonas e floroglucinóis. 
Posteriormente, ABREU et al. (2004) estudaram a distribuição dos compostos durante o 
crescimento de H. brasiliense, verificando alta concentração de compostos fenólicos na 
floração e de terpenos, como por exemplo, ácido betulínico, durante a frutificação. 
CICHEWICZ & KOUZI (2004), estudando a atividade do ácido betulínico, concluíram 
que se trata de um composto com potencial para o tratamento de portadores do vírus da 
imunodeficiência humana adquirida (AIDS). O efeito da variação de fatores ambientais 
como estresse hídrico (alagamento e seca) e gradientes de temperaturas (altas e baixas) 
foram analisados visando verificar as alterações na produção de metabólitos secundários 
em H. brasiliense (ABREU & MAZZAFERA, 2005), sendo constatado que o estresse 
hídrico aumentou os níveis de todos os metabólitos observados, em especial dos 
flavonóides, enquanto a variação de temperatura afetou de forma diferenciada os grupos 
de metabólitos estudados.  
A espécie H. cordatum (Vell.) N. Robson também foi alvo de estudos recentes. 
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DOURADO (2006) realizou isolamento de compostos secundários em extratos de 
caules e folhas de H.cordatum  e verificou a presença de um grande número de 
flavonóides, em especial flavonóis e flavonas. Também ficou comprovada neste estudo 
a atividade antifúngica desta espécie. 
Além destes estudos na área de bioquímica, pesquisas sobre a germinação de 
sementes de H. brasiliense foram realizados por FARON et al. (2004) com a finalidade 
de identificar as melhores combinações de luz, temperatura e umidade que 
maximizassem a germinação das mesmas nesta espécie. 
Da possibilidade de se explorar propriedades medicinais como as já identificadas 
para  Hypericum, surge a necessidade de se conhecer as espécies nativas da flora 
brasileira do ponto de vista citogenético e reprodutivo, pois tais estudos constituem o 
conhecimento básico para a criação e manutenção de uma espécie em bancos de 
germoplasma e podem, no futuro, indicar os rumos a serem tomados dentro de um 
programa de melhoramento genético vegetal. Além disso, estudos citogenéticos e 
citotaxonômicos têm contribuído decisivamente para a determinação de hipóteses 
filogenéticas e para o entendimento da sistemática de grupos de plantas (LEWIS & 
ELVIN-LEWIS, 1995; HESLOP-HARRISON, 2000; KUZOFF & GASSER, 2000). 
Nos estudos citogenéticos clássicos procura-se definir as características do 
complemento cromossômico, como número cromossômico, morfologia e posição das 
constrições primária e secundária dos cromossomos. Com o advento de novas técnicas 
citogenéticas e surgimento da citogenética molecular, tornou-se possível a obtenção de 
dados mais aprofundados a respeito do cariótipo. Tais dados incluem a localização de 
seqüências ricas em bases especificas, ou bandas cromossômicas, através de coloração 
com fluorocromos como o 4’,-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) que evidencia regiões 
heterocromáticas ricas em bases AT, ou com a Cromomicina A
3
 (CMA
3
) que tem 
afinidade por regiões ricas em bases GC (SCHWEIZER, 1976). Além disso, é também 
possível localizar seqüências específicas de DNA nos cromossomos através de 
hibridização in situ (ISH). 
No presente trabalho, foram abordados a caracterização cromossômica e a 
biologia reprodutiva de três espécies do gênero Hypericum: H. brasiliense Choisy, H. 
cordatum (Vell.) N. Robson (sinonímia Hypericum cordiforme A. St.-Hil.) e H. ternum 
A. St.-Hill. 
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A espécie H. brasiliense é um subarbusto com folhas patentes, livres, cartáceas, 
oblongas, de ápice obtuso e glândulas não salientes na face abaxial. Apresenta 
inflorescência terminal, com flores de 10 a 15mm de comprimento. Está distribuída pela 
Bolívia, Paraguai e Argentina. No Brasil, ocorre da Bahia até Santa Catarina 
(WANDERLEY et al., 1995). H. cordatum é um subarbusto com folhas isomórficas, 
coriáceas, cordiformes, com ápice agudo, com glândulas salientes e densas na face 
abaxial. Apresenta inflorescência com flores de 15 a 25mm de comprimento, sépalas 
desiguais e pétalas amarelas. É uma espécie brasileira, ocorrendo em Minas Gerais, São 
Paulo, até o Rio Grande do Sul (WANDERLEY et al., 1995). 
A espécie H. ternum é muito similar a H. cordatum, sendo distinta desta pelas 
folhas mais estreitas, heteromorfas, e pela presença de inflorescências nos ramos laterais 
antes da inflorescência principal composta por flores menores (WANDERLEY et al., 
1995). 
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2 OBJETIVOS 
 
Tendo em vista o potencial econômico que o desenvolvimento de cultivares 
melhoradas e padronizadas de espécies medicinais podem apresentar e, considerando-se 
a lacuna de informações que existe para as espécies de potencial medicinal, e em 
especial para as espécies nativas do gênero Hypericum, este trabalho teve como 
objetivos principais: 
 
- O estudo da biologia reprodutiva de três espécies do gênero Hypericum (H. 
brasiliense, H. cordatum e H. ternum), visando avaliar através de ensaios em casa de 
vegetação e em laboratório os processos e eventos reprodutivos existentes nestas três 
espécies. 
 
- A caracterização citogenética destas três espécies, por meio de técnicas 
clássicas e citomoleculares, buscando registrar seus números cromossômicos haplóides 
e diplóides, e apresentar dados cariomorfológicos para estas. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 Sistemática 
O gênero Hypericum é o maior dentro da família Clusiaceae, abrangendo cerca 
de 460 espécies, e o único a penetrar efetivamente em regiões temperadas (ROBSON, 
2006). 
O nome Hypericum foi dado inicialmente pelos gregos para as plantas que, na 
época, acreditava-se ser capazes de espantar maus espíritos (BOMBARDELLI & 
MORAZZONI, 1995). O hipérico era empregado no âmbito religioso, decorando 
imagens, o que levou ao nome popular hyper (do grego, sobre) eikon  (do grego, 
imagem). O nome popular “Erva de São João” está associado à época de floração da 
planta, que ocorre em junho (ROBSON, 2006). 
 O gênero foi primeiramente descrito taxonomicamente por Tournefort, em 
1700, tendo sido caracterizado por apresentar gineceu trímero em contraste ao gineceu 
pentâmero de Ascyrum, também caracterizado por Tournefort. Linnaeus organizou os 
dois gêneros no Genera Plantarum, em 1737 e, somente em 1821, Choisy realizou o 
primeiro tratamento para a então tribo Hypericinae, organizando-a em sete gêneros: 
Androsaemum, Hypericum, Ascyrum, Vismia, Haronga, Cardopontos e  Eucryphia 
(apud ROBSON, 1977). 
O gênero Hypericum é tradicionalmente circunscrito à ordem Malpighiales, 
família Clusiaceae, anteriormente denominada Guttiferae, sub-família Hypericoideae 
(JUDD et al., 2002). Alguns autores posicionam Hypericum na família Hypericaceae, 
que seria uma nova denominação para a sub-família Hypericoideae (ROBSON, 1977; 
TAKHTAJAN, 1997), embora esta separação ainda não esteja plenamente reconhecida. 
A partir de dados de seqüenciamento do gene rbcL, que dá origem à subunidade maior 
da enzima ribulose bifosfato carboxilase, que tem uma seqüência bem conservada em 
Espermatófitas, inferiu-se que Hypericaceae estaria mais proximamente relacionada a 
Bonnetiaceae e a Podostemaceae do que a Clusiaceae (GUSTAFSSON et al., 2002; 
STEVENS, 2006), conforme apresentado na Figura 2. Com esta descoberta, caso a 
família Hypericaceae fosse incluída na família Clusiaceae como uma sub-família, 
também deveriam ser incluídas as famílias Podostemaceae e Bonnetiaceae, o que 
alteraria drasticamente a circunscrição da família Clusiaceae. Além disso, a família 
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Podostemaceae inclui espécies de ambientes aquáticos, não havendo caracteres comuns 
com Clusiaceae além das seqüências gênicas. Por isso GUSTAFSSON et al. (2002) 
sugerem que a família Hypericaceae seja separada de Clusiaceae, e também de 
Podostemaceae, mantendo-se deste modo a origem monofilética da família. 
 
 
 
 
 
Figura 2. Árvore filogenética da ordem Malpighiales baseada em estudos de
seqüenciamento do gene rcbL, apresentando a separação de Hypericaceae de
Clusiaceae. Figura retirada de STEVENS 2006. 
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3.2 Citogenética de Hypericum 
Como ferramenta de análise de biodiversidade, a taxonomia clássica baseia-se, 
em geral, apenas em caracteres morfológicos. No entanto, informações citogenéticas 
têm contribuído de forma complementar ou mesmo de forma decisiva na reformulação 
de hipóteses filogenéticas com base nos dados dos cromossomos, pois trata-se de um 
caractere bem conservado nas espécies (LEWIS & ELVIN-LEWIS, 1995; HESLOP-
HARRISON, 2000). 
Na análise do cariótipo, variações cromossômicas numéricas e estruturais são de 
grande importância, pois constituem o instrumento principal para análise 
citotaxonômica (STACE, 2000). Dados cariomorfológicos, tais como comprimento total 
cromossômico, posição do centrômero, presença de constrições, número de regiões 
organizadoras do nucléolo (NORs) e identificação de seqüências repetitivas são 
caracteres úteis para diferenciar espécies ou até mesmo separar espécies (STACE, 
2000). Além das técnicas convencionais, que permitem a obtenção de dados referentes à 
morfologia cromossômica, outras técnicas também são utilizadas para caracterizar 
individualmente os cromossomos do complemento. 
Uma técnica de grande importância para a construção de mapas físicos de 
cromossomos é o bandamento, que diferencia longitudinalmente os cromossomos, 
permitindo identificá-los e caracterizá-los por meio da quantidade e/ou posição das 
bandas nos respectivos cromossomos. O estudo da heterocromatina por meio de 
bandamentos tem favorecido muito estes estudos. 
A heterocromatina foi definida por HEITZ (1928) como segmentos 
cromossômicos que permanecem condensados durante todo o ciclo celular, e BROWN 
(1966) concluiu que existem pelo menos dois tipos de heterocromatina: a facultativa e a 
constitutiva. A primeira pode comportar-se como eucromatina ou como 
heterocromatina, enquanto a segunda permanece condensada durante todo o ciclo 
celular, caracterizando-se pela presença de seqüências de DNA curtas, altamente 
repetitivas e transcricionalmente inativas (REDI et al., 2001) e, para a sua detecção, a 
técnica empregada é, em geral, o bandamento-C (PARDUE & GALL, 1970). 
Atualmente, novas técnicas empregadas nos estudos citogenéticos têm 
possibilitado uma análise mais detalhada dos cariótipos a partir de dados 
citomoleculares, como os bandamentos com fluorocromos como 4’-6’ diamidino-2-
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fenilindol (DAPI), que destaca regiões heterocromáticas ricas em bases AT, e a 
cromomicina A
3
 (CMA
3
), que tem afinidade por regiões heterocromáticas ricas em 
bases GC. A aplicação destes fluorocromos associada à distamicina-A (DA), que é um 
contrastante negativo, favorece a distinção das bandas. Os relatos mais recentes de 
análise de cromatina com auxílio de fluorocromos indicam que em diversos grupos 
vegetais a heterocromatina constitutiva é rica em AT (SCHWARZACHER & 
SCHWEIZER, 1982; FELIX & GUERRA, 2000; YEN-YU et al., 2001; NAKAMURA 
et al., 2001; BESENDORFER et al., 2002). Já a heterocromatina constitutiva rica em 
CG, tem sido freqüentemente associada às NORs (SCHWEIZER, 1976; DEUMLING & 
GREILHUBER, 1982; MOSCONE et al., 1996; FORNI-MARTINS & GUERRA, 
1999; GUERRA et al., 2000). 
Com o advento da citogenética molecular tornou-se possível a localização de 
seqüências específicas diretamente no genoma. A hibridização in situ (ISH) é uma 
técnica que possibilita a localização de seqüências específicas de ácidos nucléicos 
(DNA ou RNA) no citoplasma, organelas ou cromossomos, e também nos tecidos, e 
vem sendo utilizada na construção de mapas físicos de cromossomos, análise e 
investigação da estrutura, função e evolução dos cariótipos, detecção de genomas em 
estudos de filogenia e caracterização de espécies e cultivares (SCHUBERT & WOBUS, 
1985; SHEN et al., 1987; SCHWARZACHER et al., 1988; LEITCH et al., 1994; 
BRANDÃO, 2003). 
Os estudos citogenéticos no gênero Hypericum estão relacionados 
principalmente a relatos de números cromossômicos para muitas de suas espécies. 
Primeiramente, NIELSEN (1924) publicou uma nota preliminar com número 
cromossômico de algumas espécies. Paralelamente aos estudos de vários autores que 
revelaram números cromossômicos para diversas espécies, havendo em alguns casos 
divergência de número cromossômico para a mesma espécie (Tabela 1), ROBSON & 
ADAMS (1968) forneceram um sumário de informações citogenéticas sobre o gênero. 
Dentre as 174 contagens cromossômicas existentes na literatura para espécies do gênero 
Hypericum, 48,7% são baseadas em X= 8, outras 29,4% derivam de um número básico 
x= 9 e 11,5% parecem ser baseadas em número básico x= 10 (Tabela 1). Estudos 
citogenéticos incluindo um número grande de espécies são essenciais para investigar a 
evolução e filogenética dentro do grupo. 
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Dentre as contagens divergentes para algumas espécies de Hypericum citam-se 
H. caprifolium (2n=16 e 18), e H. perforatum (n=16,17 e 18) (REYNAUD 1986). 
KOGI (1984), trabalhando com 226 coleções, publicou um estudo 
cariomorfológico das espécies endêmicas do Japão, onde constatou o tamanho reduzido 
dos cromossomos destas espécies. Em H. erectum (2n = 16), os cromossomos mediram 
entre 1,5 a 3,3µm, em H. tosaense (2n=16) mediram entre 0,8 a 1,9µm, em H. ascyron 
(2n=18) entre 1,0 a 1,7µm e, finalmente, em H. pseudopetiolatum (2n=32) entre 1,0 a 
2,5µm. 
REYNAUD (1986) verificou que em H. perforatum os cromossomos mediam 
entre 1,0 a 1,7µm. Tais dados diferiram dos comprimentos cromossômicos maiores 
encontrados por BRUTOVSKÁ et al. (2000b). 
Compondo o cariótipo de H. perforatum, BRUTOVSKÁ et al. (2000b) 
verificaram que seus cromossomos medem entre 0,78 a 1,52µm. Além de serem 
consideravelmente pequenos, os cromossomos de H. perforatum são morfologicamente 
muito similares, fato que dificulta os estudos de cariomorfologia, e que ROBSON 
(1981) atribuiu como causa da escassez de estudos cariomorfológicos para o gênero. Os 
cromossomos do gênero possuem centrômeros medianos ou submedianos (ROBSON & 
ADAMS, 1968; KOGI, 1984; BRUTOVSKA et al., 2000b). 
Utilizando como base os números cromossômicos relatados até então, ROBSON 
(1977, 1981, 1985, 1987, 1990, 1996), propôs a criação de uma árvore genealógica 
baseada em análises de caracteres morfológicos, citológicos, embriológicos e 
anatômicos, além de dados sobre a biologia da reprodução, distribuição geográfica e 
habitat das plantas. Posteriormente, ROBSON (2001, 2002) estudou a filogenética do 
grupo para as suas seções crípticas, Roscyna  e  Hypericum  sensu lato. Estes estudos 
foram complementados por MATZK et al. (2001) por meio de citometria de fluxo, que 
propuseram uma modificação na árvore genealógica proposta por Robson, separando 
assim as seções com base nos valores C de DNA e números cromossômicos, entre 
espécies apomíticas e sexuais (Figura 3). A Seção Spachium, à qual pertencem as 
espécies estudadas no presente trabalho, localiza-se na folha de número 30. 
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A despeito destes estudos filogenéticos abrangentes, não se tem até o momento 
relatos sobre a aplicação de qualquer técnica de bandamento cromossômico para 
qualquer espécie de Hypericum. 
Apenas um estudo com técnicas de citogenética molecular foi realizado para o 
gênero até o momento. BRUTOVSKÁ et al. (2000a) apresentaram o número e a 
Figura 3. Arvore filogenética do gênero Hypericum modificada por MATZK e
t

al., 2001. Valores à esquerda indicam valores C, e à direita números
cromossômicos; nas regiões escuras, espécies apomíticas, nas regiões claras,
espécies sexuadas, e nas cinzas, espécies ainda não estudadas. 
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Continua

localização das seqüências de rDNA 5S e 45S por meio da técnica de hibridização in 
situ, para as espécies H. attenuatum, H. maculatum e H. perforatum. Este estudo visava 
inferir a origem alotetraplóide de H. perforatum (2n=32), sugerida por CAMPBELL & 
DELFOSSE (1984). Segundo estes autores, a espécie teria se originado de uma antiga 
hibridização entre H. attenuatum (2n=16) e H. maculatum (2n=16), que são diplóides. 
No entanto, esta teoria não pôde ser comprovada a partir das posições dos genes 
responsáveis pela síntese do tRNA 5S em H. attenuatum. 
 
Tabela 1. Espécies de Hypericum com números cromossômicos n e 2n na literatura, 
com as respectivas referências. Fonte: BOLKHOVSKIKH et al. (1969), GOLDBLATT 
(1981, 1984, 1985, 1988) e de GOLDBLATT & JOHNSON (1990, 1991, 1994, 1996, 
1998, 2000, 2003). 
 
Espécie n 2n Referência 
Hypericum acutum   16 Nielsen 1924 
H. adpressum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. alpigenum   16 Pashchuk 1983 
H. androsaemum  20 
40 
Parnell 1986 
Lessani & Chariat-Panahi 
1979 
H. androseanum    40  Van Loon & Jong 1978 
H. arnoldianum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. anulatum   16 Reynaud 1980 
H. apolinis   14 Reynaud 1980 
H. augustinii   54 Gibby 1981 
H. ascyron   16 
18 
20 
22 
Krogulevich 1978 
Nielsen 1924 
Krasnoborov et al 1980 
Krasnoborov et al 1980 
H. atomarium   16 Reynaud 1981 
H. attenuatum   16 
32 
Probatova & Sokolovskaya 
1986 
Brutovská et al. 2000 
H. aureum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. australe    18  Humphries et al. 1978 
H. aviculariifolium  9 Reynaud 1981 
H. aviculariifolium var. depilatum  9 Reynaud 1981 
H. aviculariifolium var. leprosum  9 Reynaud 1981 
H. balearicum   24 Reynaud 1986 
H. barbatum   14 Reynaud 1980 
H. beani cv. Gold Cup   30 Gibby 1981 
H. boreale      16  Hoar & Haertl 1932 
H. canadense  8 
16 
Parnell 1986 
Hoar & Haertl 1932 
H. canariense   40 Larsen 1962 
H. canariense var. canariense   40 Dalgaard 1986 
H. canariense var. floribundum   40 Dalgaard 1991 
H. calycinum   20 Chattaway 1926 
H. caprifolium  9 16,18 Reynaud 1986 
H. cerastoides   16 Krusheva 1975 
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Continua

Tabela 1. Espécies de Hypericum com números cromossômicos n e 2n na literatura, 
com as respectivas referências. Fonte: BOLKHOVSKIKH et al. (1969), 
GOLDBLATT (1981, 1984, 1985, 1988) e de GOLDBLATT & JOHNSON (1990, 
1991, 1994, 1996, 1998, 2000, 2003) (Continuação) 
 
Espécie n 2n Referência 
H. cernuum   24 
48 
Sandhu & Mann 1988 
Sharma & Swarup 1962 
H. coadunatum 
9 18 Galland 1988 
Ortega & Navarro 1977 
H. confertum subsp. stenobotrys 
9 18 Reynaud 1981 
H coris   18 Nielsen 1924 
H. dawsonianum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. densiflorum    16  Liu et al. 1985 
H. elatum   16 Suzuka 1950 
H. elegans   32 Chattaway 1926 
H. ellipticum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. elodeoides  16 
16 
Sandhu & Mann 1988 
Sugiura 1941 
H. elodes   16 
20 
Al-Bermani et al. 1993 
Gibby 1981 
H. empetrifolium  9 
18 
Montmollin 1984 
Montmollin 1986 
H. erectum   16 
18 
Nishikawa 1985 
Probatova et al. 1989 
H. erectum var. caespitosum   16 Kogi 1984 
H. erectum var. erectum   16 Kogi 1984 
H. formosum  8    Ward & Spellenberg 1988 
H. forrestii   38 Gibby 1981 
H. fumifusum   16 Králik 1986 
H. galoides    18  Hoar & Haertl 1932 
H. gebleri    18  Probatova & Sokolovskaya 
1984 
H. gentianoides    24  Hoar & Haertl 1932 
H. glandulosum   18 
49 
Van Loon & Jong 1978 
Dalgaard 1986 
H. gramineum    16  Hair & Beuzenberg 1959 
H. grandiflorum   40 Larsen 1962 
H. grandifolium   40 Reynaud 1986 
H. hakonense   16 Kogi 1984 
H. helianthenoides   28 Reynaud 1980 
H. hircinum   40 Nielsen 1924 
H. hircinum var. cambessedesei   40 Reynaud 1986 
H. hircinum var. pumilum   40 Reynaud 1986 
H. hirsutum   16 
18 
Lippert & Heubl 1988 
Nielsen 1924 
H. hirtellum   28 Reynaud 1980 
H. hirtelum var. hirtelum  14 28 Reynaud 1980 
H. hookeranum x H. leschenaultii   20 Gibby 1981 
H. huber-morathii   16 Reynaud 1980 
H. humifusum   16 Winge 1925 
H. inodorum   40 Nielsen 1924 
H. japonicum    16  Hair & Beuzenberg 1959 
H. kalmianum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. kamtschaticum   16 Kogi 1984 




[image: alt] 
 
 
 
 
 
15
Continua

Tabela 1. Espécies de Hypericum com números cromossômicos n e 2n na literatura, 
com as respectivas referências. Fonte: BOLKHOVSKIKH et al. (1969), 
GOLDBLATT (1981, 1984, 1985, 1988) e de GOLDBLATT & JOHNSON (1990, 
1991, 1994, 1996, 1998, 2000, 2003) (Continuação) 
 
Espécie n 2n Referência 
H. kamtschaticum var. hondoense x H. 
pseudopetiolatum 
 24 Kogi 1984 
H. kamtschaticum var. kamtschaticum   16 Kogi 1984 
H. kamtschaticum var. senanense   16 Kogi 1984 
H. kowytchense   36 Gibby 1981 
H. keniense    24  Hedberg & Hedberg 1977 
H. lanuginosum var. lanuginosum  8 16 
32 
Reynaud 1981 
Reynaud 1980 
H. linarifolium    16  Van Loon & Jong 1978 
H. linarioides    18  Strid & Anderson 1985 
H. lobocarpum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. lydium  14 
24 
Reynaud 1981 
Reynaud 1980 
H. lysimachioides  16    Sandhu & Mann 1988 
H. macgregorii   24 Borgmann 1964 
H. maculatum   16 
32 
Nielsen 1924 
Robertson 1957 
H. majus    16  Hoar & Haertl 1932 
H. maserianum   36 Sugiura 1941 
H. microsepalum    18  Lewis et al. 1962 
H. montanum   16 Nielsen 1924 
H. montbrettii   14 
16 
Van Loon & Van Setten 1982 
Strid 1983 
H. mutilum    16  Hoar & Haertl 1932 
H. nudiflorum    18  Hoar & Haertl 1932 
H. oblongifolium  23    Bir et al. 1980 
H. olympicum   18 Sugiura 1941 
H. orientale   16 Nielsen 1924 
H. origanifolium  9 
18 
Reynaud 1981 
Nielsen 1924 
H. patulum  18 
36 
Sandhu & Mann 1988 
Sugiura 1941 
H. peplidifolium    16  Hedberg & Hedberg 1977 
H. perforatum  16,17,18 48 
32 
36 
Reynaud 1986 
Nielsen 1924 
Heiser & Whitaker 1948 
H. perforatum var. angustifolium    16  Strid & Franzen 1981 
H. polyphyllum   18 Nielsen 1924 
H. prolificum   18 Nielsen 1924 
H. pseudopetiolatum   16,32 Kogi 1984 
H. psilophytum  9 18 Reynaud 1986 
H. pubescens   18 Reynaud 1986 
H. pulchrum   18 Chattaway 1926 
H. punctatum   18 Nielsen 1924 
H. quadrangulum   16 Winge 1925 
H. reflexum   18 Larsen 1962 
H. reflexum var. lanuginosum    18  Van Loon & Jong 1978 
H. revolutum subsp. revolutum   24 Gibby 1981 
H. richeri   14 Favarger 1959 
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Tabela 1. Espécies de Hypericum com números cromossômicos n e 2n na literatura, 
com as respectivas referências. Fonte: BOLKHOVSKIKH et al. (1969), 
GOLDBLATT (1981, 1984, 1985, 1988) e de GOLDBLATT & JOHNSON (1990, 
1991, 1994, 1996, 1998, 2000, 2003) (Continuação) 
 
Espécie n 2n Referência 
H. russeggeri  10 Reynaud 1980 
H. rumelicum   14 Nielsen 1924 
H. samaniense   16,24 Kogi 1984 
H. scabrum  24 
28 
Gaffari 1988 
Reynaud 1980 
H. scioanum    16  Hedberg & Hedberg 1977 
H. senanense    16  Matsuura & Sumô 1935 
H. sikokumontanum   16 Kogi 1984 
H. spruneri   14 Reynaud 1980 
H. tetrapterum  8 
16 
Parnell 1986 
Winge 1925 
H. tomentosum  8 18 
16 
Reynaud 
Nielsen 1924 
H. tosaense   16 Kogi 1984 
H. triquetrifolium    16  Kliphuis & Barkoudah 1977 
H. undulatum  16 
16 
32 
Queirós 1995 
Queirós 1991 
Sugiura 1941 
H. vermiculare   28 Reynaud 1980 
H. vesiculosum   16 Reynaud 1980 
H. virginianum    38  Hoar & Haertl 1932 
H. yojiroanum   16 Kogi 1984 
 
3.3 Biologia da reprodução 
Os estudos já realizados acerca do tema indicam que a biologia reprodutiva do 
gênero é complexa e altamente diversa quanto às rotas reprodutivas. HOAR (1931) e 
posteriormente, HOAR & HAERTL (1932) analisaram o processo meiótico em diversas 
espécies de Hypericum e obtiveram contagens cromossômicas haplóides variáveis, 
fenômeno que os autores atribuíram à presença de cromossomos retardatários durante a 
meiose. 
A meiose é considerada o mais importante evento entre os processos de 
diferenciação dos organismos, sendo o principal responsável pelo sucesso evolutivo da 
reprodução sexuada em eucariotos (HOLLIDAY, 1984). Na meiose, são produzidas 
células haplóides que permitem que, após a fecundação, o número de cromossomos 
permaneça igual ao dos pais. É durante a meiose que ocorre também a recombinação 
dos genes, evento de máxima importância na adaptação das populações e evolução dos 
seres vivos (GUERRA, 1988). 
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O processo meiótico envolve duas divisões, sendo a primeira caracterizada por 
fases longas e por ser reducional, ou seja, originando células com número 
cromossômico haplóide, mas com a quantidade de DNA ainda duplicada. Da segunda 
divisão, muito parecida com a divisão mitótica, resultam células haplóides com o 
conteúdo de DNA reduzido (ALBERTS et al., 2002). A análise do processo meiótico 
permite observar e identificar eventos que podem ser utilizados em estudos evolutivos e 
na construção de mapas citogenéticos. Por exemplo, rearranjos cromossômicos podem 
ser detectados por configurações resultantes do pareamento dos cromossomos 
homólogos e são importantes para verificar a viabilidade das células e detectar a origem 
poliplóide ou híbrida do material (FUKUI & NAKAYAMA, 1996). 
HOAR & HAERTL (1932) observaram algumas irregularidades meióticas em 
Hypericum, e concluíram que seriam a provável causa da alta taxa de formação de grãos 
de pólen estéreis. Posteriormente, NOACK (1939) e MATZK et al (2000 e 2001) 
sugeriram que a esterilidade anteriormente observada por HOAR & HAERTL (1932) 
pode estar relacionada com a presença de uma forma alternativa de reprodução 
comumente relatada para o gênero, a apomixia. 
A apomixia consiste na formação de sementes sem que tenha ocorrido a fusão 
dos gametas feminino e masculino, e é descrita em aproximadamente 15% das famílias 
das angiospermas, a maior parte nas gramíneas (Poaceae), Asteraceae e Rosaceae 
(ASKER & JERLING, 1992). 
ASKER & JERLING (1992) descrevem dois tipos básicos de apomixia: 
gametofítica e esporofítica. Na primeira, a apomixia gametofítica, que é a forma mais 
freqüente de apomixia, ocorre a formação de um saco embrionário não reduzido 
(diplóide), por diplosporia ou aposporia. O desenvolvimento do embrião ocorre a partir 
da oosfera por partenogênese, ou a partir das sinérgides ou antípodas, por apogametia. 
Outra possibilidade é que o endosperma se desenvolva a partir dos núcleos polares, ou 
pela união de um núcleo masculino com os núcleos polares, por pseudogamia, havendo 
a necessidade de polinização apenas para a formação do endosperma. Já na apomixia 
esporofítica, conhecida também por embrionia adventícia, não há formação de sacos 
embrionários, portanto os embriões diplóides desenvolvem-se diretamente a partir das 
células do óvulo. 
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NOACK (1939) observou que apenas 3% dos sacos embrionários em H. 
perforatum têm origem sexual, e 97% são apomíticos pseudogâmicos. O autor afirmou 
que embora a meiose na célula mãe do pólen seja predominantemente normal, foi 
detectada a presença de cromossomos retardatários e também de uma porcentagem de 
grãos de pólen estéreis.  
Trabalhando com progênies de H. perforatum, SAVIDAN (2000) verificou tanto 
a formação de sacos embrionários reduzidos (meióticos) como não reduzidos (aposporia 
de origem nucelar). Observou também que os sacos embrionários podem sofrer dupla 
fertilização ou ser de origem pseudogâmica, resultando em quatro possíveis categorias 
de progênie. 
Também utilizando-se de progênies para verificar a variabilidade e a herança das 
rotas reprodutivas em H. perforatum, HALUSKOVÁ & CELLAROVÁ (1997) 
estudaram a aplicação de marcadores moleculares RFLP, enquanto que ANHOLD-
SCHMITT (2000) utilizou marcadores RAPD, obtendo nestes estudos padrões 
apomíticos e sexuais distintos. MAYO & LANGRIDGE (2003) utilizaram marcadores 
RFLP e AFLP associados a registros de números cromossômicos para a caracterização 
dos modos de reprodução das populações de H. perforatum que crescem como plantas 
invasoras na Austrália. As técnicas de marcadores moleculares utilizadas mostraram que 
94,2% dos indivíduos eram geneticamente idênticos à planta-mãe, típico de plantas 
originadas a partir de sacos embrionários não-reduzidos, uma conseqüência da apomixia 
pseudogâmica. Os estudos cromossômicos revelaram que, a exemplo da planta-mãe, as 
progênies eram tetraplóides (2n=4x=32), confirmando a origem apomítica, pois os 
indivíduos resultantes de recombinação sexual eram tetraplóides, hexaplóides e, um 
deles era aneuplóide, fato que os autores atribuíram à presença de cromossomos 
retardatários. 
Posteriormente, MATZK et al. (2001) afirmaram que as conclusões referentes a 
estes estudos sobre as rotas reprodutivas em Hypericum  utilizando marcadores 
moleculares não são confiáveis e levariam a conclusões errôneas, haja vista a alta 
plasticidade nas rotas de reprodução destas espécies. 
Com o desenvolvimento da citometria de fluxo por screen de sementes (FCSS) 
(MATZK et al., 2000), a espécie H. perforatum foi novamente caracterizada. Fazendo 
uso desta técnica, MATZK et al. (2003) descreveram 11 diferentes rotas reprodutivas 
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para esta espécie, em que 113 acessos de Hypericum perforatum foram caracterizados 
reprodutivamente. Neste estudo, foram descritas até mesmo sementes individuais que se 
originaram de dois sacos embrionários, sendo o endosperma de um apóspórico e o 
embrião do outro sexual. O endosperma normalmente se desenvolve de forma 
pseudogâmica, mas em alguns acessos houve desenvolvimento de forma autônoma. 
KOPERDÁKOVÁ et al. (2004) utilizaram a técnica de FCSS, relatando que plantas 
diplóides de H. perforatum apresentaram prevalentemente reprodução sexual, enquanto 
que as planta poliplóides apresentaram pseudogamia apospórica e desenvolvimento 
partenogenético do saco embrionário reduzido. 
As etapas da megaesporogênese e megagametogênese em H. perforatum foram 
recentemente caracterizadas por BARCACCIA et al. (2006) por meio de estudos 
anatômicos do gineceu. Até então, estudos anatômicos em Hypericum  haviam sido 
realizados apenas para análise de glândulas e estruturas secretoras (BARONI 
FORNASIERO et al., 1998; ONELLI et al., 2001; CICARELLI et al., 2001; 
POTOĞLU ERKARA & TOKUR, 2004), com o objetivo de melhorar o entendimento 
sobre o desenvolvimento dos agentes terapêuticos. No entanto, estudos sobre anatomia e 
desenvolvimento de órgãos florais são de extrema importância, pois além de melhorar o 
entendimento sobre as rotas reprodutivas de uma espécie, podem facilitar a identificação 
de genes expressos diferencialmente entre plantas apomíticas e sexuais. Tais estudos 
mostraram-se também como uma ferramenta de grande importância para a compreensão 
de mecanismos relacionados a macho-esterilidade, ou seja, a ausência de grãos de pólen 
ou a incapacidade destes na fertilização dos óvulos, em diversas famílias (LASER & 
LERSTEN, 1972; GIBSON & DIGGLE, 1998; ILARSLAN et al., 1999; TEIXEIRA et 
al., 2002). Trata-se de um evento muitas vezes ocasionado por problemas anatômicos, 
podendo nestes casos ser detectado e melhor compreendido por meio da análise de 
cortes histológicos de anteras. 
Anatomicamente, a antera geralmente possui um par de lóbulos bilaterais, 
separados pelos feixes vasculares e pelo conectivo, contendo tipos celulares 
estereotípicos que são repetidos em cada lóculo (GOLDBERG et al., 1993). O 
desenvolvimento da antera inicia-se com o surgimento do primórdio do estame e 
finaliza com a liberação dos grãos de pólen, na deiscência (GOLDBERG et al., 1993). A 
fase de diferenciação é caracterizada pela formação dos tecidos presentes no androceu: 
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epiderme, estômio, endotécio, camada média, tecido esporígeno e o tapete. A etapa 
seguinte é caracterizada por um processo de degeneração dos tecidos da antera e a 
maturação dos grãos de pólen. Estas duas fases caracterizam-se por uma grande 
mudança em nível anatômico e ultraestrutural dos tecidos formadores do androceu 
(MEPHAM & LANE, 1970). Inicialmente, a antera consiste de uma massa de células 
uniformes, revestida por uma única camada parcialmente diferenciada de células 
epidermais. As células hipodermais localizadas nos quatro cantos da massa celular da 
antera expandem-se radialmente e diferenciam-se em células arqueosporais, que sofrem 
divisões periclinais e originam as células esporogênicas primárias (PSC) na camada 
interna, e as células parietais primárias (PPC) na camada externa. As PPCs sofrem 
divisões periclinais e anticlinais para formar duas camadas de células parietais 
secundárias: a camada mais interna (ISPC), que diferencia-se em células do tapete e 
camada média, e a mais externa (OSPC), que diferencia-se em endotécio. Ao mesmo 
tempo, as PSCs diferenciam-se em células mãe do pólen (PMC), que posteriormente se 
dividem meioticamente (SANDERS et al., 1999) e recebem deposição de calose na 
parede celular, o que em geral as torna isoladas umas das outras (OWEN & 
MAKAROFF, 1995). Em seguida, cada PMC dá origem a uma tétrade de micrósporos 
haplóides. Finalmente, a calose que recobre as tétrades é degenerada e os micrósporos 
individuais são liberados (SANDERS et al., 1999). O tapete é uma camada celular que 
fica em contato direto com as PMCs em desenvolvimento e desempenha um papel 
crucial na sua maturação. A microgametogênese começa com a divisão mitótica do 
pólen, originando o microgametófito imaturo. Neste estádio, o tapete já se encontra 
completamente degenerado, iniciando ao mesmo tempo a degradação das células do 
septo. Em seguida, ocorre o rompimento das paredes celulares permitindo que os grãos 
de pólen sejam liberados das anteras (SANDERS et al., 1999). 
Eventuais falhas nas etapas do desenvolvimento da antera podem gerar macho-
esterilidade. A esterilidade do pólen pode ser também uma resposta da planta aos efeitos 
ambientais, como por exemplo temperatura e umidade. Como resposta a flutuações de 
temperatura alta e baixa umidade, as anteras não liberam os grãos de pólen. Fatores 
ambientais como este, provocam respostas das plantas, por meio de proteínas termo-
tolerantes, expressando genes nucleares que podem ter algum efeito nas mitocôndrias 
responsáveis pelo fornecimento de energia à planta e identidade dos órgãos maduros. A 
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severidade desses fatores pode tornar a planta estéril. Por outro lado, mutações gênicas 
podem levar ao bloqueio de vias biossintéticas e tornar as plantas deficientes em certos 
metabólitos vitais para o desenvolvimento dos órgãos reprodutivos masculinos da 
plantas, tornando-as macho-estéreis (ALCOCHETE, 2005). 
Uma vez que estas etapas são controladas por genes extensivamente estudados, 
hipóteses elucidativas sobre os mecanismos e causas da macho-esterilidade têm surgido 
recentemente (KAPOOR et al., 2002; ZHENG et al., 2003; WANG et al., 2003; JUNG 
et al., 2005) com base em estudos genéticos. NAPOLI et al. (1999) verificaram que um 
mutante de petúnia (Petunia hybrida), caracterizado por possuir anteras brancas, não 
acumulava flavonóides no pólen e induzia a esterilidade masculina. O estudo mostrou 
que apenas dois genes Chs, responsáveis pela primeira enzima da via biossintética de 
flavonol, são expressos nos tecidos reprodutivos e diferencialmente regulados na corola 
e na antera. Os flavonóides são compostos específicos das plantas que se acumulam em 
todos os tecidos vegetais (KOES et al., 1994), e os flavonóides camferol e quercetina 
(VOGT & TAYLOR, 1995) são essenciais para a germinação do pólen e crescimento do 
tubo polínico em petúnia. Assim, as plantas mutantes com a falta de chalcona sintase 
não acumulam flavonóides e são macho-estéreis. Em Arabidopsis, um componente 
essencial de sinalização para ao desenvolvimento e fertilidade do pólen é o jasmonato 
(JA), e os mutantes que bloqueiam esta via sintética resultam em plantas macho estéreis. 
MANDAOKAR et al. (2003) estudaram os processos de maturação das anteras e pólen 
por microarranjos e expressão diferencial dos genes selvagem e mutante macho-estéril. 
A análise por “Northern blot” confirmou a baixa expressão de opr1 comparado com o 
gene selvagem. 
Muitos dos genes relacionados à esterilidade têm ação pré-meiótica, pois podem 
induzir a formação de anteras sem pólen, enquanto outros têm ação pós-meiótica, ou 
seja, o pólen é formado, mas não se desenvolve (ALCOCHETE, 2005). Como se pode 
constatar, o fenômeno da esterilidade masculina é dado por um complexo sistema de 
regulação gênica. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Material 
Foram utilizadas sementes oriundas de Camanducaia (MG), Ibitipoca (MG) e Ibiúna 
(SP), da espécie Hypericum brasiliense fornecidas pelo CPQBA, para o estabelecimento 
das populações. Estas espécies cresceram em casa de vegetação e estão disponíveis na 
Seção de Plantas Aromáticas e Medicinais, Fazenda Santa Elisa, no Instituto 
Agronômico (IAC) em Campinas/SP (Tabela 2, Figura 4). 
 
 
Figura 4. Hypericum brasiliense crescendo em casa de vegetação (IAC). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. H. cordatum (a) e H. ternum (b) crescendo nas imediações de Ibiúna-SP. 
a b 
a b 
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As sementes e flores das espécies H. cordatum (Figura 5a) e H. ternum (Figura 
5b) foram coletadas durante visitas em campo, na região de Ibiúna, São Paulo, entre os 
meses de fevereiro e abril de 2006. Foram utilizadas nos estudos raízes e botões florais 
das três espécies descritas. 
 
Tabela 2. Espécies de Hypericum L. utilizadas neste estudo, com a origem e o registro 
no Herbário IAC. 
 
Espécie  Origem  Registro no herbário 
H. brasiliense Choisy  Ibiúna – SP 
Camanducaia – MG 
Ibitipoca – MG 
CPQBA / IAC 46.707 
CPQBA 
CPQBA 
H. cordatum (Vell.) N. Robson  Ibiúna – SP  IAC 46.705 
H. ternum A. St.-Hil.  Ibiúna – SP  IAC 46.706 
 
4. 2 Métodos 
4.2.1 Estudo de células em mitose 
 
Como as sementes das espécies estudadas são muito diminutas, foram mantidas 
em ambiente de laboratório com luminosidade controlada para germinação, dentro de 
placas de petri com água destilada e sem a adição de papel de filtro, para evitar a perda 
por adesão ao papel do meristema apical, que é a região onde se encontram as células 
em divisão. 
Após aproximadamente 10 dias, as raízes com cerca de 0,5cm foram coletadas e 
pré-tratadas com o agente anti-mitótico paradiclorobenzeno (p-DB) em solução saturada 
por 2 horas e 30 minutos, a 15ºC, fixadas numa solução de álcool absoluto e ácido 
acético glacial (Carnoy 3:1) por 24 horas em temperatura ambiente e estocadas a -20°C. 
As raízes foram submetidas a uma hidrólise enzimática para amolecimento da 
parede celular. Foram testadas inicialmente algumas concentrações diferentes de 
pectinase, celulase e hemicelulase que, em combinação, compuseram o mix enzimático 
utilizado, sendo que a mistura de pectinase 20%, celulase 2% e hemicelulase 2%, 
diluídas em tampão cítrico-citrato a pH 4,5 foi a mais adequada. 
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Devido ao tamanho e espessura reduzidos das raízes, a etapa de hidrólise foi 
efetuada diretamente sobre a lâmina, contendo 5 ou mais raízes, que foram então 
mantidas em estufa a 37ºC e por 70 minutos. Em seguida, as raízes foram lavadas por 5 
minutos em tampão citrato pH 4,5 e esmagadas em ácido acético 45%. As lâminas com 
maior número de células, nas fases de pré-metáfase ou metáfase, foram selecionadas e 
mergulhadas no nitrogênio líquido para a retirada das lamínulas, em seguida foram 
secas à temperatura ambiente e armazenadas em geladeira. A coloração das lâminas 
para contagem de número cromossômico foi feita inicialmente com o corante Giemsa e, 
posteriormente, com o corante Carmim Acético 1,2%. Para contagem de número 
cromossômico, foram também utilizadas lâminas nas quais havia sido aplicada a técnica 
de bandamento com o fluorocromo DAPI. 
 
4.2.2 Hibridização in situ 
 
Para a técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH) foram utilizadas 
lâminas de metáfases mitóticas das três espécies. O protocolo utilizado para a 
hibridização foi o descrito por PENDAS et al. (1993), que inclui as seguintes etapas: 
a) Amplificação e marcação da sonda 
As sondas já inseridas em plasmídeos foram multiplicadas em bactérias e 
isoladas através de mini-preparação de plasmídeo bacteriano (miniprep). Uma fração 
dos plasmídeos extraídos foi submetida à digestão para certificar a presença do inserto 
ou sonda. Após isso, os plasmídeos foram marcados por nick translation com a 
digoxigenina associada ao nucleotídeo uracila (digoxigenina-11-dUTP), através do 
sistema enzimático de marcação que envolve a DNase e a DNA polimerase, atuando na 
incorporação dos nucleotídeos marcados nas duas fitas de DNA da sonda. 
b) Pré-tratamento das preparações citológicas 
As lâminas foram pré-tratadas com RNase e pepsina, para impedir a hibridização 
da sonda com ácidos nucléicos que não fossem o alvo, e reduzir as interações não 
específicas com proteínas ou outros componentes que poderiam se ligar à sonda. 
c) Desnaturação da sonda e cromossomos 
Foram utilizadas duas sondas de rDNA: a pTa71 que abrange as regiões 18S–
5,8S–26S, com 9 kb isolada de Triticum aestivum (GERLACH & BEDBROOK, 1979) 
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clonada no plasmídeo pUC19, e a pScT7 que corresponde a região 5S com 300-500 pb 
isolada de Secale cereale (LAWRENCE & APPELS, 1986), clonada no plasmídeo 
pUC8. A sonda marcada foi diluída numa solução contendo sais, formamida, tampão 
fosfato e dextran sulfato, e submetida à desnaturação por 8 minutos à 99°C em banho-
maria. Os cromossomos foram desnaturados pela adição da solução de desnaturação 
contendo sais, formamida e tampão fosfato na estufa à 80°C por 2 minutos. 
d) Hibridização 
A sonda já desnaturada foi aplicada sobre os cromossomos também 
desnaturados. As lâminas com as preparações citológicas (DNA alvo e sonda), foram 
então incubadas, em câmara úmida e mantidas em estufa à 37°C overnight. 
e) Lavagens após a hibridização 
Foram feitas lavagens das preparações citológicas após a hibridização para 
remover as sondas não inteiramente associadas de modo que permanecessem somente 
as ligações perfeitas ou quase perfeitas dos nucleotídeos na fita dupla do DNA 
renaturado. 
f) Detecção dos sinais de hibridização 
Por meio de reação antígeno-anticorpo, a anti-digoxigenina conjugada ao 
fluorocromo FITC une-se à digoxigenina ligada aos nucleotídeos da sonda, o que resulta 
na visualização de sinais fluorescentes a partir do uso de filtros de luz específicos para o 
comprimento de onda da fluoresceína. As lâminas foram finalizadas com meio de 
montagem para fluorescência, com “anti-fading”, Vectashield (Vector Laboratories), 
contendo o contracorante 4’-6-diamidinino-2-fenilindol (DAPI). 
 
4.2.3 Bandamento com CMA
3
/DA 
 
Na coloração com a Cromomicina A
3
 (CMA
3
) seguiu-se o procedimento 
descrito por SCHWEIZER (1976). Preparações citológicas de células mitóticas foram 
incubadas com 50µl da CMA
3
 0,025g/ml por 1 hora no escuro em temperatura 
ambiente. Após o período de incubação as lâminas foram lavadas com água deionizada 
e secas no escuro. Foram adicionados às lâminas 100µl da solução de distamicina-A 
(DA) 0,1mg/ml e estas foram incubadas por 20 minutos no escuro em temperatura 
ambiente. Em seguida, foram lavadas e secas no escuro. As lâminas foram montadas 
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com uma solução contendo glicerina, MgCl
2
 e Tampão McIlvane, permanecendo 
incubadas durante 3 dias à 37°C antes de serem analisadas. As lâminas foram 
observadas através de um microscópio de fluorescência Olympus BX50 equipado com 
filtro Olympus UMWBV (excitação a 400/440nm; emissão 470nm) e uma câmera 
digital Olympus Q-colors3 (3 megapixels), acoplados a um sistema de análise de 
imagens computadorizado. 
 
4.2.4 Bandamento com DAPI/DA 
 
O bandamento com o 4’, -6-diamidinino-2-fenilindol (DAPI) foi realizado de 
acordo com o protocolo de SCHWEIZER (1976). As lâminas de metáfases mitóticas 
foram incubadas no escuro por 20 minutos, em temperatura ambiente, com 100µl da 
solução de DA 0,1mg/ml. Em seguida foram lavadas com água deionizada e secas no 
escuro. Depois de secas, as lâminas foram coradas com 50µl do DAPI 0,1mg/ml por 30 
minutos no escuro em temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas, secas no escuro 
e montadas em glicerina e água numa proporção de 1:4. As lâminas foram observadas 
através de um microscópio de fluorescência Olympus BX50 equipado com filtro 
Olympus UMWU (excitação a 330/385nm; emissão 420nm) e uma câmera digital 
refrigerada Olympus Q-colors3 (3 megapixels), acoplados a um sistema de análise de 
imagens computadorizado. 
 
4.2.5 Meiose 
 
Para os estudos meióticos foram coletados e fixados em solução Carnoy 3:1 
botões jovens das espécies H. brasiliense, H. cordatum e H. ternum. As anteras foram 
retiradas dos botões e esmagadas em Carmim Acético 1,2% em lâmina, com o auxílio 
de um bastão de vidro. Após a retirada do excesso de tecido, a lâmina contendo células 
mães de pólen foi coberta com uma lamínula. As imagens foram registradas em 
microscópio Olympus BX50 e uma câmera digital Olympus Q-colors3 (3 megapixels), 
acoplados a um sistema de análise de imagens computadorizado. 
 
4.2.6 Estudos da biologia reprodutiva 
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4.2.6.1 Teste de viabilidade do pólen 
 
Para o teste de viabilidade do pólen foram coletados botões florais frescos, em 
estágio de pré-antese. Foi utilizada técnica de coloração específica segundo 
ALEXANDER (1980) sendo posteriormente contados os pólens viáveis e inviáveis de 5 
campos aleatórios em objetiva de aumento de 25x de 5 lâminas. Para os botões de 
espécies coletados em campo (H. cordatum e H. ternum), foi realizada a contagem de 
pólens fixados em Carnoy 3:1, corados com Carmim Acético 1,2%, uma vez que neste 
caso o corante Alexander não mostrou-se eficiente, pois corava os polens de modo 
escasso, não permitindo conclusões sobre viabilidade e não-viabilidade. Foram 
calculados os índices médios com seus respectivos desvios padrão e coeficientes de 
variação. 
 
4.2.6.2 Teste de emissão de tubo polínico 
 
Grãos de pólen recém-coletados de H. brasiliense foram submetidos a luz 
incandescente por 20 minutos para diminuir a umidade. A seguir, foram distribuídos em 
4 lâminas contendo uma solução com 20ml de água destilada, 0,32g de sacarose e 0,22g 
de Agar, e mantidos em estufa a 25ºC. Foi monitorada a emissão do tubo polínico de 
meia em meia hora, em microscópio óptico, e contado o número de pólens viáveis, 
inviáveis e germinados. Para as espécies coletadas em campo (H. cordatum e H. 
ternum) não foi possível realizar o teste, porque os pólens perderam a viabilidade 
durante a viagem. 
Foram calculados os índices médios com seus respectivos desvios padrão e 
coeficientes de variação. 
 
4.2.6.3 Teste de autocompatibilidade in vitro 
 
O protocolo seguido foi o apresentado por TEIXEIRA & MACHADO (2004). 
Foram coletados seis botões de H. brasiliense em pré-antese, que foram colocados em 
meio Agar sólido, emasculados e polinizados com seus próprios pólens secos, e 
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observados em períodos de 6, 12, 24 e 48 horas. Para controle, foram utilizados botões 
emasculados e polinizados com pólens de outros indivíduos. 
Para as espécies coletadas em campo (H. cordatum e H. ternum), não foi 
possível realizar este teste, pois os botões de H. cordatum morreram durante a condução 
do teste, e a espécie H. ternum apresentou número muito baixo de botões, os quais 
encontravam-se demasiadamente imaturos. 
 
4.2.6.4 Teste de autopolinização 
 
Para verificar a autocompatibilidade, 10 botões de H. brasiliense e 14 botões de 
H. cordatum, em pré-antese, foram cobertos com sacos de papel. Após 15 dias os sacos 
foram retirados para verificar se houve formação de frutos. 
 
4.2.6.5 Teste de emasculação 
 
Para verificar a existência de apomixia, foi excluído o androceu de 12 botões de 
exemplares de H. brasiliense das populações Camanducaia e Ibitipoca, e de três botões 
de Ibiúna. Da espécie H. cordatum foram emasculados seis botões, em pré-antese, sendo 
em seguida cobertos com sacos de papel. Após 15 dias os sacos foram retirados para 
verificar se houve formação de frutos. 
 
4.2.6.6 Teste de polinização livre 
 
Para controle, 12 botões de H. brasiliense e de H. cordatum, em pré-antese 
foram marcados. Após 15 dias foi verificado o percentual de formação de frutos. 
 
4.2.7 Estudos anatômicos 
 
Foram realizados cortes histológicos de anteras e de botões coletados 
aleatoriamente e em diversos estádios de desenvolvimento, em resina plástica 
(GERRITS, 1991), corados com azul de tolouidina, conforme descrito por O´BRIEN et 
al. (1964). Este protocolo segue as etapas: 
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a) Fixação 
O fixador usado foi o Carnoy (Álcool Absoluto e Ácido Acético, proporção 3:1). 
b) Desidratação 
Os materiais foram desidratados sendo mantidos em uma série de álcoois (30%, 
50%, 70%, 95% e 100%), por 30 minutos em cada um. 
c) Pré-infiltração 
Para realizar a pré-infiltração, foi misturado Álcool 100% à solução de 
infiltração Leica HistoResin na proporção 1:1. O material foi mantido nesta solução por 
24 horas. 
d) Infiltração 
A solução de infiltração foi preparada adicionando-se 0,5g de pó ativador a 50ml 
de resina líquida. O material foi mantido na solução por 24 horas. 
e) Polimerização 
A solução de polimerização foi preparada adicionando-se 1ml de Hardener 
(endurecedor específico para a resina) a 15ml da solução de infiltração. Após o material 
vegetal ser colocado nos moldes de polietileno Histomold, foi adicionado 0,5ml da 
solução em cada molde. A placa de moldes foi então mantida em estufa a 40ºC por 24 
horas, para que o material endurecesse. 
f) Montagem dos blocos 
Após serem retirados dos moldes de polietileno, os blocos foram colados a 
blocos de madeira com cola Araldite e mantidos em estufa por 40ºC, para secagem da 
cola. 
g) Seccionamento do material 
O material foi seccionado em micrótomo eletrônico Microm HM340E, com 
Lâmina de aço tipo C 16Cm/C. A espessura do corte, para os blocos contendo anteras, 
foi de 6µm, e para o bloco contendo botões, de 9µm. Os cortes foram distendidos em 
placa de petri contendo água destilada e, em seguida, mantidos em placa aquecedora a 
50ºC, para completa adesão da resina plástica à lâmina. 
h) Coloração 
O material foi corado com azul de tolouidina, que possibilita uma coloração 
policromática, permitindo diferenciar melhor os diversos tipos de tecido observados, de 
acordo com a tonalidade. 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 Hypericum brasiliense 
5.1.1 Citogenética 
 
O número cromossômico diplóide observado para H. brasiliense foi de 2n=16. 
Os cromossomos são pequenos e morfologicamente similares, variando de 1,0 a 2,5µm 
de comprimento, o que dificultou a realização de análise cariomorfológica. Além disso, 
os cromossomos apresentaram-se sempre muito aderidos ou sobrepostos. Não foi obtido 
qualquer resultado satisfatório após a aplicação da técnica de FISH. 
 
5.1.2 Bandamentos CMA
3
/DA e DAPI/DA 
 
Não foram observadas bandas luminescentes individualizadas para regiões ricas 
em CG por meio do bandamento com CMA
3 
(Figura 8a)
. 
 O bandamento com DAPI 
também não revelou nenhuma banda rica em AT (Figura 8b). Devido ao insucesso na 
aplicação destas técnicas em lâminas contendo células em mitose, foram testadas 
também lâminas com células em meiose, para as quais também não houve presença de 
nenhuma banda destacada. 
 
5.1.3 Estudos meióticos 
 
Foram observadas diversas fases da meiose em H. brasiliense. Foi possível 
detectar algumas anomalias durante o processo, como números cromossômicos 
variáveis durante a diacinese e metáfase I (Figuras 8c, d, e, f) e aberrações como 
multivalentes em metáfase I (Figura 8g). Embora a meiose em H. brasiliense tenha 
apresentado irregularidades, foram também observadas prófases, metáfases, anáfases, 
telófases e tétrades aparentemente normais (Figuras 8h, i). Foram observados os 
números cromossômicos haplóides n=4, 9, 11,16, 17 e 32 (Figuras 8c, d, e, f, g, i). 
 
5.1.4 Testes referentes à biologia reprodutiva 
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5.1.4.1 Observação da espécie em campo 
 
Em  H. brasiliense, as flores são hermafroditas, pentâmeras, aromáticas e 
amarelas, possuem numerosos estames (entre 35-50), ovário súpero, placentação 
parietal, 5 carpelos contendo muitos óvulos e 5 estigmas subcapitados (Figura 6). As 
pétalas medem aproximadamente 7mm de comprimento e 6 mm de largura. 
 
Figura 6. Esquema floral de H. brasiliense. Abreviaturas: an- antera; es- estigma; ov- 
ovário; pe- pétala; se- sépala 
 
Há dimorfismo intrapopulacional entre as flores, sendo possível diferenciar dois 
diferentes padrões de filetes e anteras. Um padrão é de anteras claras com pouco pólen e 
filetes curtos (Figura 7a) e o gineceu medindo em torno de 6mm e o androceu 4mm. No 
outro padrão, os filetes são longos e as anteras são amarelas, apresentando grande 
quantidade de pólen (Figura 7b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Dimorfismo floral em H. brasiliense, com: a- flor macho-estéril; b- flor fértil. 
a

e

s

p

ov

5mm

a b 
5mm 5mm 




[image: alt] 
 
 
 
 
 
32
O gineceu das flores macho-férteis mede aproximadamente 6mm e o androceu 
8mm. Nas flores macho-estéreis, o gineceu mede 6mm e o androceu 4mm. O fruto é do 
tipo cápsula deiscente, contém entre 110 e 120 sementes e, quando maduro, adquire 
coloração marrom, e libera as sementes diminutas. A antese ocorre no período diurno, 
às 5:00 horas aproximadamente. A flor permanece aberta até o início da tarde, por volta 
das 14:00 horas, quando as pétalas murcham. O fruto se torna maduro em 
aproximadamente 11 dias. A população de H. brasiliense foi estabelecida e mantida em 
ambiente protegido de casa de vegetação, o que dificultou a entrada de insetos e limitou 
a observação de possíveis polinizadores. Dentre os insetos que eventualmente foram 
observados dentro da estufa, alguns pousaram sobre diversas espécies que cresciam no 
mesmo ambiente, próximas da população de H. brasiliense, mas nenhum visitante floral 
foi observado nas flores de H. brasiliense, apesar do forte aroma exalado por elas. 
 
5.1.4.2 Teste de viabilidade do pólen 
 
Na Tabela 3 constam os resultados para o teste de viabilidade do pólen, com 
corante Alexander 1 (Figura 9a) realizados para as flores macho-férteis de H. 
brasiliense. Os resultados obtidos neste teste indicaram que quando há formação de 
pólens, o percentual de viabilidade observado foi alto, com média acima de 83% 
+
 3,0. 
 
Tabela 3. Viabilidade de pólen de H. brasiliense baseada em coloração com Alexander 
1; V = viáveis, I = inviáveis, DP = desvio padrão, CV% = coeficiente de variação. 
 
 
 
 
VIVIVIVIVI
Lâmina 17050502123
Lâmina 2 16 2 13 1 13 2 9 0 11 5
Lâmina 3637210192102
Lâmina 47162103102154
Lâmina 51033216083150
Média % DP ------> 3,0 CV% ----> 6,0783,51
Campo 1 Campo 2 Campo 3 Campo 4 Campo 5
% V
84,00
86,11
80,77
80,00
86,67
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5.1.4.3 Teste de emissão de tubo polínico 
 
A Figura 9b mostra grãos-de-pólen emitindo tubo polínico em meio Agar. A 
média de germinação entre as quatro lâminas foi de 24%, e o maior índice de 
germinação foi obtido com 90 minutos de incubação (Tabela 4). 
 
Tabela 4. Viabilidade de pólen de H. brasiliense baseada em germinação de tubo 
polínico em Agar; N-G = não germinados, G = germinados, I = inviáveis. 
 
 
 
5.1.4.4 Teste de autocompatibilidade in vitro 
 
No teste de crescimento de tubo polínico em estigma, analisados com 
microscopia de fluorescência, é possível verificar que a espécie H. brasiliense é 
autocompatível (Figuras 9c, d, e), não existindo barreira para a autofecundação. O tubo 
polínico atingiu o ovário apenas no ensaio de 24 horas quando o pólen utilizado era do 
próprio botão. Já no teste controle, em que os botões foram polinizados com pólen de 
outros indivíduos, o tubo polínico atingiu o ovário no ensaio de 12 horas (Figura 9g). 
 
5.1.4.5 Testes de emasculação, autopolinização e polinização livre  
 
Nas flores autopolinizadas de H. brasiliense houve 70% de formação de frutos 
(Tabela 5). Já no teste de emasculação, o percentual de frutos obtidos foi nulo quando 
emasculados os botões de populações em que havia flores com anteras férteis, obtendo-
se formação de frutos apenas da população Ibiúna, em que as flores eram totalmente 
macho-estéreis (Tabela 5). Finalmente, o teste de polinização livre resultou em 100% de 
formação de fruto. 
 
Tempo N-G G I N-G G I N-G G I N-G G I N-G G I
30' 12 1 2 22 0 0 10 0 5 13 0 7 32 0 7 0,90
1h 2089138685074332028,13
1h30' 412411412071036243,75
2h 172012512074633198023,36
Campo 1 Campo 2 Campo 3
%G
Campo 4 Campo 5
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nº flores nº frutos %
Emasculação - pop. mista 12 0 0%
Emasculação - pop. estéril 3 3 100%
Autopolinização 10 7 70%
Polinização livre 12 12 100%
Procedimento
H. brasiliense 
 
Tabela 5. Resultados dos ensaios reprodutivos em casa de vegetação, apresentando o 
número de flores estudadas e o percentual de frutos formados em cada ensaio de H. 
brasiliense. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.1.5 Estudos anatômicos 
 
As secções mostraram que algumas anteras possuíam um desenvolvimento 
compatível com o normal, com formação das células do tapete aparentemente 
funcionais e de grãos de pólen aparentemente viáveis (Figura 9k). No entanto, outras 
anteras mais jovens (Figuras 9i, j) apresentaram uma teca com desenvolvimento 
aparentemente normal, enquanto na outra teca existia apenas vestígios de células mãe 
do pólen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




[image: alt]Figura 8 – Células de H. brasiliense. Em divisão mitótica (2n=16) em a-
corada com CMA
3
; em b- corada com DAPI. Células em divisão meiótica: c-
diacinese (n=17); d- diacinese (n=9); e- diacinese (n=16); f- metáfase I 
(n=11); g- metáfase I com formação de multivalente; h- metáfases II; i- fase 
indeterminada: metáfase II ou início da anáfase (n=16); j- telófase normal; k-
tétrades com micronúcleos. Barra = 5 µm.
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Figura 9 – Testes de biologia reprodutiva de H. brasiliense, mostrando 
em: a- pólens corados com Alexander; b- pólens germinando em teste in
vitro. Crescimento do tubo polínico no estigma em teste de 
autopolinização com: c- 6 horas, d- 12 horas, e- 48 horas. Crescimento dos 
tubos em teste de reprodução cruzada com: f- 6 horas, g- 12 horas e h – 24 
horas. Cortes anatômicos de anteras evidenciando: i- apenas vestígios de 
células-mãe-de-pólen em uma teca (seta à esquerda) enquanto na outra há
células aparentemente viáveis (seta à direita); j- seta indicando 
degeneração; k- antera com grãos-de-pólen aparentemente viáveis.
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5.2 Hypericum cordatum 
5.2.1 Citogenética 
 
A exemplo do que foi observado em H. brasiliense, os cromossomos de H. 
cordatum são pequenos e morfologicamente similares, com comprimento variando de 
1,0 a 2,0µm aproximadamente. A contagem para esta espécie foi de 2n=56 (Figura 11a). 
Não foi obtido resultado satisfatório após a aplicação da técnica de FISH. 
 
5.2.2 Bandamentos CMA
3
/DA e DAPI/DA 
 
Não se obteve sucesso na aplicação das técnicas de bandamento com os 
fluorocromos CMA
3
 e DAPI. Para H. cordatum também foram utilizadas lâminas com 
células em mitose e em meiose, mas não foram observadas bandas para regiões ricas em 
CG por meio do bandamento com Cromomicina A
3 
ou em AT por meio do fluorocromo 
DAPI. 
 
5.2.3 Estudos meióticos 
 
Em geral a meiose é irregular em H. cordatum. Nas Figuras 11b-i é possível 
verificar a formação de multivalentes em algumas das fases observadas. Foi comum a 
presença de cromossomos não alinhados na placa equatorial durante a metáfase I e de 
retardatários na anáfase. Foi observada uma diacinese com n= 28 (Figura 11b). 
 
5.2.4 Testes referentes à biologia reprodutiva 
5.2.4.1 Observação da espécie no campo 
 
Durante visitas, entre os meses de julho a setembro de 2005 na região de Ibiúna, 
não foi encontrado nenhum exemplar desta espécie no campo. A partir de fevereiro de 
2006, foi encontrada nesta localidade uma população que crescia em meio a um 
ambiente descampado (Figura 5a). Foram observadas abelhas do gênero Trigona no 
campo onde crescia esta população, mas nenhum inseto foi observado visitando as 
flores abertas de H. cordatum. 
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A flor de H. cordatum é muito parecida com a de H. brasiliense, diferindo 
basicamente por ser maior, com pétalas de aproximadamente 8,5mm de comprimento e 
6,4mm de largura (Figura 10), e pelo número de estiletes, que é de 5 em H. brasiliense e 
de 3 em H. cordatum. Ocorre com freqüência nesta espécie a não abertura da flor, que 
aparentemente parece não desenvolve fruto. O gineceu é tricarpelar e mede 
aproximadamente 6,4 mm e o androceu 3,6 mm. As flores abrem pela manhã, 
aproximadamente 6:00 h, e fecham no início da tarde, por volta das 14:00 horas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Esquema floral de H.cordatum.  Abreviaturas: an- antera; es- estigma; ov- 
ovário; pe- pétala; se- sépala. 
 
5.2.4.2 Teste de viabilidade do pólen 
 
Na tabela 3 constam os resultados para o teste de viabilidade do pólen, com 
corante Carmim Acético (Figura 11j), no qual foi constatado que o percentual de pólens 
viáveis é relativamente alto, com média de viabilidade de 66% 
+
 5,5 (Tabela 6). 
 
Tabela 6. Viabilidade de pólen de H. cordatum baseada em coloração com Carmim 
Acético; V= viáveis, I= inviáveis, DP= desvio padrão, CV%= coeficiente de variação. 
 
VIVIVIVIVI
Lâmina 16718331150 9 23191711
Lâmina 244244429292435225936
Lâmina 3 11 8 14 7 29 11 20 8 27 10
Lâmina 4 25 8 30 17 31 15 25 19 22 17
Lâmina 5 25 8 6 9 23 11 24 11 8 14
Média % DP ------> 5,5 CV% ----> 10,965,96
Campo 1 Campo 2 Campo 3 Campo 4 Campo 5
% V
73,64
60,98
69,66
63,64
61,87
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nº flores nº frutos %
Emasculação 6 0
0%
Autopolinização 14 8
57%
Polinização livre
12 12 100%
Procedimento
H. cordatum
5.2.4.3 Testes de emasculação, autopolinização e polinização livre 
 
O teste de emasculação mostrou que não houve formação de sementes nos frutos 
desta espécie. Do teste de autopolinização resultaram 57% de frutos formados. Já no 
teste de polinização livre, com botões marcados como controle, houve 100% de 
formação de frutos. 
 
Tabela 7. Número de flores, frutos e sementes de flores emasculadas, autopolinizadas e 
de polinização livre de H. cordatum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2.5 Estudos anatômicos 
 
As anteras possuem um desenvolvimento aparentemente normal, com formação 
das células do tapete funcionais (Figuras 11k, l, m), mas provavelmente em algum 
estágio do desenvolvimento ocorre degeneração do grão de pólen. Em uma antera mais 
madura, é possível verificar que existem vários grãos de pólen disformes e outros, em 
menor proporção, aparentemente normais na mesma teca (Figura 11l). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




[image: alt]Figura 11 – Células de H. cordatum em divisão: a- metáfase mitótica com 
2n=56, b- diacinese com n=28, c- disjunção irregular, d- metáfase com 
cromossomos não alinhados na placa equatorial, e- placa metafásica com 
migração adiantada de cromossomos, f- possível formação de multivalentes, 
g- disjunção irregular dos cromossomos, h- microgametócito em divisão 
mitótica, i- tétrades com conteúdo irregular, j- pólens de tamanhos variados. 
Cortes histológicos evidenciando: k- antera jovem aparentemente normal, l-
corte de antera macho-estéril, caracterizada por má-formação de pólens, m-
formação de pólens normais e irregulares na mesma antera. Barra = 5 µm.
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5.3 Hypericum ternum 
5.3.1 Citogenética 
 
O número cromossômico observado para H. ternum foi 2n=36 (Figura 13h). 
Também neste caso, a morfologia cromossômica é muito similar entre estes, que 
também são relativamente pequenos, com comprimento variando aproximadamente de 
1,0 a 2,0µm. Não foi obtido resultado satisfatório após a aplicação da técnica de FISH. 
 
5.3.2 Bandamentos CMA
3
/DA e DAPI/DA 
 
Não foi obtido sucesso com a aplicação dos bandamentos com CMA
3
 e DAPI, a 
exemplo do que ocorreu com as outras duas espécies (Figura 13h). Neste caso também 
foram utilizadas lâminas com células em mitose e em meiose, sem, contudo, estas 
apresentarem bandas luminescentes distintas evidenciando regiões ricas em CG ou AT. 
 
5.3.3 Estudos meióticos 
 
Embora tenham sido observadas tétrades aparentemente normais (Figura 13f), 
em H. ternum foram observadas irregularidades em diversas fases da meiose (Figuras 
13a – d), como pontes na anáfase, cromossomos fora do alinhamento da placa 
equatorial, tétrades com micronúcleos e políades irregulares (Figura 13e), gerando grãos 
de pólen de tamanhos muito variados (Figura 13g). O número cromossômico haplóide 
não pôde ser determinado, em função de contagens discrepantes contendo sempre um 
ou mais cromossomos não alinhados ou retardatários, que variaram entre as células 
observadas. 
 
5.3.4 Testes referentes à biologia reprodutiva 
5.3.4.1 Observação da espécie em campo 
 
Apenas um único exemplar desta espécie foi encontrado crescendo próximo à 
população de H. cordatum. 
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As pétalas da flor de H. ternum medem em média 5,7mm de comprimento e 
3,2mm de largura. O gineceu é tricarpelar e mede aproximadamente 3mm e o androceu 
4,1mm (Figura 12). 
Não foi observado nenhum inseto visitando as flores de H. ternum.  
 
 
 
Figura 12. Esquema floral de H.ternum.  Abreviaturas: an- antera; es- estigma; ov- 
ovário; pe- pétala; se- sépala 
 
5.3.4.2 Teste de viabilidade do pólen 
 
Na tabela 8 constam os resultados para o teste de viabilidade do pólen, com 
corante Carmim Acético (Figura 13g). O percentual de pólens viáveis é relativamente 
alto. O valor médio da viabilidade é de 61% 
+
 9,0. 
 
Tabela 8. Viabilidade de pólen de H. ternum baseada em coloração com Carmim 
Acético; V= viáveis, I= inviáveis, DP= desvio padrão, CV%= coeficiente de variação. 
 
VIVIVIVIVI
Lâmina 1 29 18 16 8 20 14 21 24 14 1
Lâmina 248242330182023442723
Lâmina 341203214381224166221
Lâmina 4 18 9 33 14 23 7 16 11 42 16
Lâmina 523176953171639242225
Média % DP ------> 9,0 CV% ----> 17,95
% V
60,61
49,64
70,36
69,84
55,74
61,24
Campo 1 Campo 2 Campo 3 Campo 4 Campo 5
 
ov 
an 
pe 
se 
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5.3.5 Estudos anatômicos 
 
Algumas anteras de H. ternum apresentaram células do tapete com crescimento 
bem acentuado, muito maiores do que o padrão observado em outras anteras (Figura 
13i, j, k). Os grãos de pólen já formados eram disformes e aparentemente estavam 
vazios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




[image: alt]Figura 13 – Células de H. ternum em divisão: a- diacinese, b- anáfase, com seta 
evidenciando cromossomos retardatários, c- metáfase II, d- anáfases com pontes 
cromossômicas mostradas pelas setas, e- políade, f- tétrade aparentemente normal, g-
pólens com variação de tamanho, h- metáfase mitótica (2n=36) corada com DAPI, 
barra=5µm. Cortes anatômicos evidenciando: i- antera com pólens irregulares, j- antera 
com células do tapete aumentadas, k- antera com uma teca contendo pólens inviáveis e 
outra contendo pólens aparentemente normais. Barra = 5 µm.
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6 DISCUSSÃO 
 
O número cromossômico 2n=16 observado em H. brasiliense é concordante com 
os números básicos gerais relatados por ROBSON (1977) para as espécies da seção 
Spachium (n=12, 9, 8 e 7) da qual fazem parte as três espécies deste trabalho. Para H. 
cordatum a contagem observada foi n=28 e 2n=56 e, em H. ternum, 2n=36. Assim, H. 
cordatum possivelmente é uma espécie heptaplóide baseada em X=8, enquanto H. 
ternum é provavelmente uma espécie tetraplóide baseada em X=9. As contagens de 
números cromossômicos para as três espécies estudadas neste trabalho são inéditas. 
Não foram obtidas informações sobre a morfologia dos cromossomos destas três 
espécies, sendo possível apenas realizar a contagem cromossômica. Isso se deveu ao 
fato de tratar-se de um material difícil de adequar-se a um protocolo citológico, em 
virtude do tamanho reduzido de suas sementes e raízes, além do baixo número de 
células em divisão no tecido meristemático da raiz. Mesmo tendo sido padronizado um 
protocolo para a hidrólise de Hypericum, as lâminas apresentavam resquícios de fibras e 
material de reserva da raiz que, quando coradas com Giemsa, apresentavam ao 
microscópio células repletas de corante no seu citoplasma, de tal forma que dificultou 
até mesmo a contagem cromossômica. Por isso, as lâminas para contagem 
cromossômica foram coradas com Carmim Acético no lugar de Giemsa, como seria o 
mais usual. 
A falta de resultados positivos após o emprego de bandamento com os 
fluorocromos DAPI e CMA
3
, bem como o emprego da metodologia de hibridização in 
situ (FISH) com sondas de rDNA, pode significar que estas espécies não apresentam 
tais bandas. Por outro lado, pode ser que o tamanho reduzido dos cromossomos tenha 
dificultado a formação e/ou visualização das bandas e sinais luminescentes. Esta 
dificuldade na caracterização longitudinal dos cromossomos de Hypericum  pode ser 
medida pela escassez de informações publicadas. Há apenas um caso relatado por 
BRUTOVSKA et al. (2000a) de localização bem sucedida de rDNA por FISH em H. 
perforatum. Além disso, sabe-se que as espécies deste gênero são ricas em metabólitos, 
como relatado em diversos trabalhos na área de fitoquímica (TAKAHASHI et al., 1989; 
LAVIE et al., 1995; BOMBARDELLI & MORAZZONI, 1995; ABREU et al. 2004 e 
2005; VAN DE PUTTE et al., 2005; DOURADO, 2006). É possível que esses 
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metabólitos tenham interferido de alguma maneira na formação e/ou visualização das 
bandas e sinais fluorescentes. 
Devido a grande variação de números cromossômicos observados durante a 
meiose, não foi possível determinar exatamente o número haplóide de Hypericum 
ternum  e de H. brasiliense. Tanto em H. cordatum como em H. ternum, ao final da 
meiose, houve uma distribuição desigual de cromossomos, que gerou tamanhos muito 
diferentes de grãos de pólen. A Tabela 1 apresenta outros casos de contagens 
cromossômicas divergentes dentro de uma mesma espécie do gênero: Hypericum 
elodes, H. lydium, H. perforatum, H. tomentosum, H. undulatum. Provavelmente, este é 
um fator determinante que levaria à esterilidade nestas espécies. Em geral, 
angiospermas poliplóides se reproduzem por métodos de propagação vegetativa ou 
apomixia, porque a meiose tende a apresentar irregularidades em virtude da dificuldade 
dos cromossomos parearem corretamente (MEYERS & LEVIN, 2006). 
KOPERDAKOVÁ et al. (2004) utilizou citometria de fluxo para investigar as rotas 
reprodutivas em H. perforatum e observou que plantas diplóides apresentaram 
predominantemente reprodução sexuada, enquanto as plantas poliplóides apresentaram 
pseudogamia apospórica e desenvolvimento partenogenético do saco embrionário 
reduzido. 
Poucas irregularidades foram observadas durante a meiose em H. brasiliense, 
mas o inverso ocorre para as outras duas espécies. Em H. cordatum e em H. ternum a 
meiose é predominantemente anormal. É provável que as irregularidades presentes 
durante a meiose em H. cordatum estejam relacionadas com o aborto das flores desta 
espécie. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a possibilidade de que uma 
parcela das flores desta espécie  reproduza-se sexuadamente e, assim, dependa da 
formação e viabilidade do grão de pólen. A outra parcela, cujas flores abrem e 
produzem frutos, seria um caso de apomixia pseudogâmica. A meiose irregular nestas 
duas espécies é o fator limitante para formação de pólens viáveis. A constante presença 
de cromossomos univalentes, que migram precocemente para os pólos da célula, ou que 
se comportam como cromossomos retardatários, estão associados à presença de 
micronúcleos na telófase I. Estes permanecem até o estágio de tétrade (KODURU & 
RAO, 1981). Os grãos de pólen minúsculos sempre presentes nas lâminas contendo 
grãos de pólen das espécies H. cordatum e H. ternum provavelmente originaram-se de 
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cromossomos univalentes, de cromossomos não alinhados na placa e/ou de 
cromossomos retardatários que foram observados durante a meiose (Figuras 11 e 13). 
BAPTISTA-GIACOMELLI et al. (2000) também observaram a presença de 
micronúcleos em variedades de Avena sativa L., e relataram que em uma das 
variedades, após a formação do micrósporo, o micronúcleo foi eliminado por um 
mecanismo no qual os micronúcleos aproximaram-se da parede do micrósporo, 
separaram-se e foram eliminados como um micrócito, originando um grão de pólen 
pequeno e estéril. Segundo os autores, trata-se de um fenômeno que ocorre comumente 
em híbridos interespecíficos e intergenéricos, bastante estudados em Hordeum 
(DAVIES, 1974; JORGENSEN & BOTHMER, 1988), em Nicotiana (GUPTA, 1969) e 
em Solanum (PIJNACKER et al., 1989). 
Em H. brasiliense, as irregularidades na meiose levaram a um dismorfismo 
floral intrapopulacional, que conseqüentemente parece estar associado com o modo de 
reprodução de cada uma das formas florais. Nas flores com anteras claras, as secções 
anatômicas permitiram visualizar a má formação dos grãos de pólen, o que caracteriza 
tais flores como macho-estéreis. Nestas flores, é possível que ocorra pseudogamia, já 
que neste tipo de apomixia há necessidade de formação de pólen apenas para que ocorra 
a fertilização secundária. Inúmeras causas podem interferir no desenvolvimento normal 
dos grãos de pólen, mas neste caso a meiose irregular é a causa principal. Neste padrão 
macho-estéril, provavelmente o modo de reprodução preferencial é a apomixia, que já 
havia sido constatada em H. perforatum e tem sido freqüentemente associada ao gênero 
(MATZK et al. 2001). 
Não foi observada nenhuma espécie de dimorfismo entre as espécies que 
crescem em Ibiúna. As plantas de H. cordatum são amplamente distribuídas no campo 
onde crescem, mas diferentemente de H. brasiliense, que é uma espécie bianual, H. 
cordatum tem um ciclo de vida curto, sendo que a planta morre após o surgimento dos 
frutos e dispersão das sementes. Este fato pode indicar que esta espécie origine um 
banco de sementes no solo após a floração e formação de frutos. Deste modo, seria 
gerada uma nova população de H. cordatum a cada ciclo de chuvas, entre os meses de 
outubro e novembro. Isto justificaria o fato de ter sido encontrada a população em plena 
floração entre os meses de coleta, fevereiro e abril, e nenhum exemplar até o mês de 
setembro. 
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Considerando a dificuldade em interpretar a chave da família proposta por 
ROBSON (1977), em princípio cogitou-se que H. ternum pudesse representar um 
produto de hibridação entre as espécies H. cordatum e H. brasiliense, que crescem na 
mesma região. Para descartar esta hipótese, a amostra coletada em campo e depositada 
no herbário do IAC foi enviada ao taxonomista de Clusiáceas, Dr. Volker Bittrich do 
Departamento de Botânica (UNICAMP), que a identificou como H. ternum. Não se 
sabe qual o motivo do insucesso na distribuição da espécie no campo onde foi 
encontrada, e o fato de haver apenas este exemplar inviabilizou a realização dos 
diversos testes de biologia reprodutiva. 
Apesar do aroma exalado pelas flores de H. brasiliense, não foram observados 
visitantes florais, o que sugere que esta espécie tenha o vento como dispersor. A 
exemplo de H. brasiliense, provavelmente H. cordatum e H. ternum também tenham o 
vento como dispersor, pois apesar de terem sido observadas abelhas Trigona  sp. no 
campo onde crescem espontaneamente estas plantas, nenhum inseto foi observado nas 
suas respectivas flores. FAEGRI & PIJL (1979) afirmam que as adaptações na 
morfologia floral para a efetiva transferência de pólen incluem adaptações no próprio 
pólen, e por isso os pólens de plantas anemófilas tendem a ser pequenos, mais secos, e 
serem produzidos em maior quantidade, quando comparados ao pólen de plantas 
entomófilas. Esta descrição é condizente com as características observadas nos grãos de 
pólen das três espécies, embora as flores coloridas, aromáticas e com muitas anteras 
sejam um indício de polinização por abelhas. Por isso, estudos abrangendo períodos 
maiores de observação em um número maior de populações são indicados para 
confirmar se de fato estas flores são anemófilas ou se porventura o polinizador atua 
apenas em um horário específico. 
Em H. brasiliense, um alto percentual de pólens viáveis foi observado utilizando 
o teste de viabilidade com corante Alexander, dado que não foi confirmado pelo teste de 
emissão de tubo polínico em Agar. Este teste mostrou-se uma ferramenta útil, 
possibilitando uma comparação entre o percentual de pólens corados com os que, de 
fato, germinaram. A variação observada entre as lâminas contendo Agar pode ser 
justificada pelo fato de que estas foram retiradas da estufa, para contagem de pólens 
germinados, em diferentes períodos. A retirada das lâminas da estufa se deu de meia em 
meia hora. O percentual máximo de pólens em H. brasiliense que germinou foi de 43%, 
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contrastando com a média de mais de 80% de viabilidade. As irregularidades 
observadas durante a meiose em H. brasiliense podem ser a causa do percentual de 
pólens inviáveis. Já para H. cordatum e H. ternum, o percentual de viabilidade de pólen 
inferior revelado por corante é esperado, como resultado das freqüentes irregularidades 
observadas na meiose. Além de indicar o percentual de pólens viáveis e inviáveis, o 
teste de viabilidade com corante Alexander permitiu também visualizar o formato e 
tamanho dos grãos-de-pólen, e mostrou que existe uma diferença perceptível nos 
tamanhos entre os polens de H. brasiliense, H. cordatum e H. ternum. DUNTHORN 
(2004) relatou uma rara condição entre Angiospermas, a androdioicia, para o gênero 
Malmmea, família Clusiaceae. O autor verificou que flores morfologicamente perfeitas 
de espécies deste gênero comportam-se funcionalmente como fêmeas. Tal estudo 
revelou diferentes formas morfológicas de grãos-de-pólen, funcionais e não funcionais. 
Embora as razões ainda sejam desconhecidas, o autor inferiu que o tipo de dioicia 
críptica observada neste gênero representa um passo intermediário na evolução das 
flores dióicas, nas quais os estames em flores fêmeas sejam pequenos ou ausentes. O 
dimorfismo floral observado em H. brasiliense pode ser um indicador deste mesmo 
fenômeno. Neste caso, as flores macho-estéreis poderiam vir a se comportar 
futuramente como flores femininas, e as flores macho-férteis, como bissexuadas. 
Alogamia preferencial em H. brasiliense foi revelada pelo teste de polinização 
livre, em que houve 100% de formação de frutos, e confirmado pelo teste de 
autocompatibilidade  in vitro. Nas flores com polinização cruzada os tubos polínicos 
atingiram os ovários mais rapidamente do que nas flores autopolinizadas. 
A hipótese de flores de H. brasiliense com anteras estéreis serem um marcador 
fenotípico para plantas apomíticas é reforçada pelo fato de que no teste de apomixia, as 
flores que produziram frutos eram caracteristicamente macho-estéreis. Considerando 
que apenas flores macho-estéreis tenham gerado frutos e, que os testes de polinização 
livre e autopolinização foram conduzidos nas populações férteis, é provável que os 
frutos resultantes tenham sido originados por meio de reprodução sexuada. MAYO & 
LANGRIDGE (2003) conseguiram precisar a proporção de rotas reprodutivas de 
polinização cruzada em progênies de cruzamentos controlados de H. perforatum que 
crescem espontaneamente na Austrália, por meio de estudos com marcadores AFLP e 
RFLP aliados às análises citogenéticas. 
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A não-formação de sementes nas flores emasculadas de H. cordatum não é um 
indício de que esta espécie não se reproduza por apomixia. Ao contrário, levando em 
consideração a má formação de grãos de pólen, este dado reforça os indícios de que, 
como já foi observado no gênero, provavelmente trate-se de uma espécie pseudogâmica. 
Talvez a emasculação e, conseqüentemente, a ausência de pólens, tenha impedido os 
óvulos de se desenvolverem. Por outro lado, pode também ter havido algum dano no 
botão durante a retirada dos filetes. Estudos adicionais, com mais populações e com 
uma amostragem maior forneceriam um indício das rotas reprodutivas em H. cordatum. 
ROBSON (1981) incluiu estas três espécies na seção Spachium, na qual predominam 
espécies que MATZK et al. (2001) caracterizaram como preferencialmente sexuadas. 
Os testes de polinização livre e autopolinização indicaram que, preferencialmente, H. 
cordatum é alógama, mas que também pode ocorrer autopolinização. Contudo, 
observando as irregularidades meióticas, o número cromossômico heptaplóide e 
também a má formação dos pólens, pode-se inferir que há fortes indícios de que a 
apomixia também ocorra. Além disso, não se pode descartar a possibilidade de que os 
frutos obtidos nas flores de autopolinização e mesmo de polinização livre tenham sido 
originados por apomixia também. Seria necessário analisar anatomicamente a formação 
dos óvulos, ou mesmo aplicar técnicas com marcadores moleculares ou citometria de 
fluxo para verificar a herança da progênie, para afirmar com segurança a origem das 
sementes obtidas nos dois testes. 
Os cortes histológicos possibilitaram uma análise da anatomia da antera em H. 
brasiliense, que até então era desconhecida. Nesta espécie, houve a formação normal de 
grão de polens viáveis, mas em algumas anteras observou-se a degeneração dos grãos 
em uma das teca, enquanto na outra o desenvolvimento foi aparentemente normal. Esta 
degeneração provavelmente foi causada por irregularidades meióticas, mas também 
pode ser que exista algum outro fator interferindo no desenvolvimento do grão de pólen. 
Em H. cordatum, observou-se uma grande taxa de má formação de pólen revelada pelos 
cortes histológicos, a qual não estava relacionada com a formação das células do tapete, 
pois a sua formação e desenvolvimento foram normais. Neste caso, as irregularidades 
meióticas foram a causa da má formação dos pólens. MATZK et al. (2001) verificaram 
que há uma alta taxa de pólens não-corados em plantas apomíticas se comparados às 
que se reproduzem sexuadamente. Isto foi constatado no teste de viabilidade de pólens 
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para  H. cordatum. Para uma confirmação deste dado, seria necessário o resultado do 
teste de emissão de tubo polínico, cuja realização não foi possível. A exemplo do que 
ocorre em H. cordatum, nas anteras das flores de H. ternum também há uma grande taxa 
de má formação de pólen, que neste caso, além de ser predominantemente ocasionada 
por meiose irregular, pode também ser agravada por alteração na forma do tapete. 
Segundo HORNER & PALMER (1995), o desenvolvimento anormal das células do 
tapete está associado à macho-esterilidade. Contudo, a impossibilidade de realizar os 
testes adicionais que foram realizados com H. brasiliense e H. cordatum, dificultaram o 
entendimento sobre este fenômeno, e o fato de haver apenas um exemplar desta espécie 
foi um fator limitante para conclusões sobre a reprodução desta espécie. 
Conforme MATZK et al. (2000) já haviam constatado, há grande plasticidade na 
reprodução das espécies do gênero, o que pode levar a conclusões errôneas caso testes 
mais acurados não sejam adotados. Por isso, para uma melhor avaliação sobre o 
percentual de reprodução sexual e assexual nestas espécies e, utilizando como base os 
dados primeiramente descritos no presente trabalho, estudos com marcadores 
moleculares e citometria de fluxo são os mais indicados para uma avaliação mais 
precisa. 
 
Perspectivas 
O fato de ser crescente o interesse farmacêutico pelo gênero Hypericum tem 
propiciado um incremento nas pesquisas acerca dos princípios ativos de suas espécies e, 
assim, possibilitando novas descobertas. Destas descobertas, surge a necessidade de 
melhorar a produtividade da espécie que até pouco tempo atrás era usada apenas na 
forma selvagem, aumentando o teor de princípio ativo e produtividade e criando 
cultivares agronômicas. Atualmente, existem diversas cultivares de H. perforatum, 
como por exemplo, Kolmfa, Curaçao, kolmfir, esmfire, Kolmgia, Bosasuga, Kolmbeau 
e Kolmgreen (PATENT ALERT, 2005). No entanto, uma dificuldade em se realizar 
melhoramento genético por meio de hibridização entre as espécies do gênero é o fato de 
que muitas se reproduzem por apomixia, fenômeno que exclui a segregação e a 
recombinação durante a meiose. Uma possibilidade bastante explorada nestes casos tem 
sido a indução de variabilidade por regeneração in vitro, proposta por BRUTOVSKA et 
al. (1998), gerando variabilidade genética por meio de variação somaclonal, a fim de 
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produzir princípio ativo em larga escala, e também para produzir material padronizado, 
conforme as necessidades das indústrias farmacêuticas. 
Por outro lado, o fato da apomixia ser uma forma de reprodução na qual são 
gerados clones da planta mãe tem também despertado interesse de melhoristas. Muitos 
resultados satisfatórios têm sido obtidos a partir da manipulação da apomixia 
(BASHAW, 1981; TALLIAFERRO & BASHAW, 1966), que permite a introgressão de 
caracteres de interesses, os quais são fixados naturalmente pela exclusão da 
recombinação. Esta possibilidade foi investigada por MATZK et al. (2001), com a 
reconstrução das rotas reprodutivas para Hypericum perforatum. Para explorar as 
possibilidades a este respeito, é imprescindível o conhecimento da reprodução da 
espécie em questão, e este trabalho constituiu uma etapa inicial para um melhor 
entendimento sobre a reprodução das espécies nativas. PANK et al. (2003) indicaram 
estratégias para o melhoramento de H. perforatum com base em informações sobre a 
diversidade reprodutiva. 
Além da importância medicinal, devido à complexidade na reprodução, H. 
perforatum também foi considerado como um modelo para estudos sobre apomixia por 
MATZK et al. (2001, 2003). Os estudos realizados no presente trabalho sugerem que 
esta complexidade possivelmente pode ser extrapolada para o gênero. 
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7 CONCLUSÕES 
 
-  O número cromossômico de H. brasiliense é 2n=16, o de H. cordatum é n= 28, 
2n=56 e o de H. ternum é 2n=36, sendo estas contagens inéditas. 
-  Os cromossomos observados para as três espécies são pequenos e similares, 
com comprimento variando em geral de 1,0 a 2,5µm. 
- As espécies H. brasiliense e H. cordatum são alógamas, embora possam sofrer 
autofecundação e se reproduzirem por apomixia; 
-  Ocorre macho-esterilidade em H. brasiliense, H. cordatum e em H. ternum, 
caracterizada pela ausência de grãos de pólen bem formados nas anteras; 
-  A macho-esterilidade presente nestas espécies é ocasionada por irregularidades 
que freqüentemente ocorrem durante o processo meiótico, levando a 
distribuição desigual de cromossomos, o que gera grãos de pólen de tamanhos 
variados, sendo alguns muito diminutos, que provavelmente se originaram de 
micronúcleos formados pela disjunção irregular na anáfase. 
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