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Viabilidade polinica de Carica papaya L.: uma comparacao metodologica
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ABSTRACT - (Pollen viability of Carica papaya L.: a methodological comparison). Pollen viability of Carica papaya L.
‘Sunrise Solo’ cultivar was estimated using in vitro germination and pollen stain tests. Two culture media described in the
literature as efficient for pollen in vitro germination of C. papaya were used. Germination was higher in the media without
essential elements but with a higher concentration of agar (65% compared with 51.5%). These results were compared with
viability estimates based on staining pollen. The five stains used to test for pollen viability were: 2,3,5-triphenyl tetrazolium
chloride — TTC, Alexander’s stain, acetocarmine, iodine-potassium iodide and Sudan IV. Pollen viability estimated with
TTC was 67.5% and similar to germination results providing a reliable estimate of in vitro germination. The four other
stains overestimated pollen viability (> 90%), and their use should be restricted to determining cell constituents, and pollen
grain integrity.
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RESUMO - (Viabilidade polinica de Carica papaya L.: uma comparag¢io metodoldgica). A viabilidade polinica do mamoeiro
cultivar ‘Sunrise Solo’ (Carica papaya L.) foi estudada utilizando germinacdo in vitro e testes colorimétricos, assim como
a validade dos testes colorimétricos como estimativa de viabilidade comparada aquela do teste germinativo. Os dois meios
de cultura, descritos na literatura como meios eficientes para germinagdo da espécie, diferem basicamente pela presenca de
nutrientes essenciais e concentra¢do de dgar. O meio de cultura sem elementos essenciais € com maior concentracio de dgar
forneceu o melhor indice de germinacao polinica (65%). Os cinco corantes testados foram: 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazdlio
(TTC), Alexander, carmim acético, lugol e Sudan IV. O teste de coloragdo com TTC forneceu estimativa de viabilidade
(67,5%) equivalente ao teste de germinacgdo in vitro e, portanto, confidvel de viabilidade polinica. Os demais corantes
testados superestimaram a viabilidade polinica (> 90%), porém sao eficientes na determinacdo de constituintes celulares e
da integridade do grdo de pdlen.
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Introducao

Estimativas da viabilidade polinica constituem um
importante parametro em andlises de fluxo génico e em
programas de melhoramento genético de plantas (Martins
et al. 1981, Botto 1997), especialmente, quando se
utilizam técnicas de polinizacao artificial para hibridacio
de espécies (Sahar & Spiegel-Roy 1984, Bolat & Pirlak
1999, Rodriguez-Riano & Dafni 2000). Um importante
exemplo é o mamoeiro (Carica papaya L.), que vem
sendo submetido a programas de melhoramento
tradicional e moderno com a finalidade de obterem-se
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variedades resistentes ao virus da mancha-anelar (Vegas
et al. 2003). As plantas infectadas por este virus
apresentam porte menor, diminui¢do da taxa de
fotossintese e as perdas da produ¢ao podem chegar a 100%
(Mendes et al. 1986). O controle desse virus é realizado
com emprego de agrotéxicos de maneira pouco criteriosa
e, além dos problemas ambientais e para satude, tem sido
verificado que certos agrotoxicos reduzem a germinagao
como também o crescimento do tubo polinico em diversas
culturas (Gentile & Gallagher 1972, Soundarajan 1984,
Philomena & David 1985). O conhecimento da viabilidade
polinica de Carica papaya ‘Sunrise Solo’ em clima
tropical, pode fornecer dados valiosos e inéditos para
programas de melhoramento vegetal.

Uma vez determinado o momento da maturidade
do grao de pdlen, sua viabilidade € estimada através de
métodos colorimétricos ou germinativos (Dafni 1992, Kearns
& Inouye 1993, Mulugeta ef al. 1994, Souza et al. 2002).
Entretanto, de acordo com alguns autores, a maioria dos
métodos colorimétricos ndo é adequada para estimar
viabilidade polinica (King 1960, Heslop-Harrison &
Heslop-Harrison 1970, Rodriguez-Riano & Dafni 2000).
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A germinago in vitro utiliza meios de cultura para
determinar a capacidade de os graos de pélen desenvolverem
o tubo polinico (Stanley & Linskens 1974). O sucesso
da germinacdo in vitro depende de varios fatores como
temperatura, periodo de incubagdo e presenca de micro
e macronutrientes no meio de cultura (Taylor & Hepler
1997), além de ajustes da composi¢do dos meios de cultura
para cada espécie (Dafni 1992, Stanley & Linskens 1974,
Brewbaker & Kwach 1963). O teste colorimétrico com
2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) reflete a atividade
de enzimas desidrogenases envolvidas na atividade
respiratoria de tecidos vivos. A atividade enzimética do
grdo de pdlen € associada a sua capacidade de germinagdo
(Derin & Eti 1999). Quando o TTC reage com o
hidrogénio produzido pela respiragdo celular dd ao pélen
uma coloracio vermelha (Hoekstra & Bruinsma 1975).

Testes com outros corantes como lugol e sudan IV
sdo utilizados em alguns estudos como indicativos de
viabilidade polinica (Souza et al. 2002, Huang et al.
2004). Entretanto, de acordo com outros autores, esses
testes estdo associados apenas a deteccao de substancias
constituintes dos graos de pélen, como amido e lipidios,
que podem estar presentes tanto em griaos de pdélen
maduros como nos abortados (King 1960, Beyhaut 1988,
Rodriguez-Riano & Dafni 2000). Corantes, como o
carmim acético e a solucdo de Alexander, sdo também
utilizados como indicativos de viabilidade polinica
(Mulugeta et al. 1994, Domingues et al. 1999, Rigamoto
& Tyagi 2002), porém para Béez et al. (2002) e Pline et
al. (2002) estes testes refletem somente a integridade de
estruturas celulares, como niicleo e membrana plasmatica.

O presente trabalho teve dois objetivos: avaliar a
viabilidade do pdlen de Carica papaya ‘Sunrise Solo’,
fornecendo dados especificos dessa cultivar para subsidiar
os estudos de melhoramento genético, e comparar testes
germinativos e colorimétricos, usualmente utilizados
para avaliacdo de viabilidade polinica.

Material e métodos

As plantas de Carica papaya ‘Sunrise Solo’ com dois
anos de idade utilizadas nesse estudo fazem parte de um
projeto de melhoramento conduzido no Laboratério de
Virologia e Biologia Molecular da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas, Bahia (12°40’19" S,
39°06°22" W e aproximadamente 226 m de altitude). As
plantas encontravam-se em teste de campo, em duas fileiras
com espagamento de 3 m x 2 m entre plantas, num total de
quarenta mamoeiros. Foram sorteadas trés plantas, das quais
obtivemos trés botdes florais de cada. De cada botdo foram
retiradas as dez anteras, que tiveram os grdos de pdlen
removidos e distribuidos em trés laminas de microscopio

para cada teste. As laminas foram consideradas como unidade
experimental para os testes estatisticos (n = 27). Os grdos de
pdlen utilizados foram obtidos de botdes florais hermafroditas
elongata, préximos ao momento de antese. Os botdes foram
coletados no periodo da tarde, em dezembro de 2004 e,
imediatamente, transportados em placas de Petri para o
laboratdrio. Foram conduzidos sete experimentos de viabilidade,
sendo os testes de germinacdo em dois meios de cultura e os
colorimétricos, com cinco corantes especificos.

Testes germinativos in vitro — Foram utilizados os meios de
cultura de Traub & O’Rork (1936), contendo 1,2% de agar
e 5% de sacarose (meio 1), e o de Cohen et al. (1989), contendo
0,8% de agar, 5% de sacarose, 100 mg L' de nitrato de calcio,
100 mg L' de nitrato de potdssio, 100 mg L' de acido bérico
e 50 mg L' de sulfato de magnésio (meio 2). A escolha dos
parametros de temperatura de incubacdo (25 °C) e do periodo
de incubagdo (24 horas) também se baseou em dados da
literatura (Traub & O’Rork 1936, Brewbaker & Kwack 1963,
Stanley & Linskens 1974, Cohen et al.1989).

Os meios de cultura foram autoclavados a 121 °C por
20 minutos, ajustando-se o pH para 6,5 e vertidos para placas
de Petri estéreis em camara de fluxo translaminar. Apds a
solidificag@o, foram retirados blocos de, aproximadamente,
2 cm? que foram colocados em laminas de microscopia. As
laminas foram colocadas em cdmara imida (placa de Petri
com papel umedecido) e incubadas em camara de BOD
(Biological Oxigen Demand) por 24 horas a 25 = 2 °C.

Testes colorimétricos — Os graos de pélen foram corados com
as solugdes 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (Dafni
1992), carmim acético (Kearns & Inouye 1993), Sudan IV
(Baker & Baker 1979), lugol (Dafni 1992), e de Alexander
(Alexander 1980). O TTC indica a presenga das enzimas
desidrogenases ativas; o carmim acético indica a integridade
cromossdmica; a solu¢do com lugol indica a presenga de amido;
a solugdo de sudan IV a de lipidios e a solu¢do de Alexander
contém fucsina 4cida e verde de malaquita que reagem,
respectivamente, com o protoplasma e a celulose da parede
do pélen. Os graos de pdlen foram observados 10 minutos ap6s
a adicdo dos corantes, com exce¢do do TTC, onde os graos
foram examinados duas horas ap6s a adi¢cao do corante, ja que
areacdo com TTC necessita de um periodo maior de incubagao.

A fim de se obter uma amostragem ao acaso dos graos
de pdlen germinados e corados, foi utilizado o método de
varredura até se alcangar o ntimero total de 300 graos de
poélen por lamina, em microscépio fotdnico com lente objetiva
de 10x (Olympus). Apds a contagem, foram feitos calculos
para obtengdo da percentagem de germinagdo e coloracio
dos graos de pélen. Considerou-se como griao de pdlen
germinado aquele cujo comprimento do tubo polinico tivesse,
visualmente, ultrapassado o didmetro do préprio griao de
polen. A medida do comprimento do tubo polinico foi
realizada ap6s a contagem dos graos germinados com auxilio
de um tambor micrométrico (OSN 221009), acoplado a ocular
(10x) em microscépio fotdnico (Olympus). As fotomicrocrafias
foram geradas utilizando o mesmo microscépio.
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Os resultados foram submetidos a andlise de variancia
e comparados pelo teste de média de Tukey a P < 0,05.
Todos os testes estatisticos foram realizados no programa
computacional SAS System para Windows, versao 6.12.

Resultados

O comprimento médio dos tubos polinicos ap6s 24
horas de incubacdo nos dois meios de cultura foi
significativamente diferente (1006,4 um no meio 1 e
870,5 um no meio 2) (figuras 1, 2). Observamos que

em periodos maiores de incubagdo os tubos polinicos se
emaranhavam e dificultavam as medicOes (figura 3).

Os dados de germinag@o e coloracdo estdo compilados
na tabela 1. A germinacdo polinica de Carica papaya
foi significativamente diferente entre os dois meios de
cultura. No meio de cultura contendo 5% de sacarose e
1,2% de agar (meio 1), a germinacdo dos graos foi de
65% e no meio de cultura contendo 5% de sacarose,
0,8% de agar e nutrientes (meio 2) foi de 51,5%.

O teste com o corante TTC (2,3,5-cloreto de
trifeniltetraz6lio) indicou a presenca de enzimas

Figuras 1-9. Fotomicrografias de graos de pdlen de Carica papaya. 1-3. Graos germinados in vitro em dois meios de cultura
com 24 horas de incubagdo, evidenciando-se a variacao de tamanho dos tubos polinicos. 1. Meio 1. 2. Meio 2. 3. Vista geral
dos graos de pélen germinados in vitro com 30 horas de incubacio, evidenciando o emaranhado de tubos polinicos. As setas
indicam os tubos polinicos germinados através de um dos colpos. 4-8. Testes colorimétricos 4. TTC. 5. Carmim acético.
6. Lugol. 7. Sudan IV. 8. Alexander. Barra = 20 um (1-2), 50 pm (3), 10 um (4-8), 5 um (9). 9. Grao polinico ndo corado.

Figure 1-9. Microphotographs of pollen grains of Carica papaya. 1-3. Pollen germinated in vitro in two culture medium,
after 24 hours of incubation, showing lenght variation of the pollen tubes. 1. Medium 1. 2. Medium 2. 3. Pollen grains
germinated in vitro after 30 hours of incubation, showing curled tubes. Arrows indicate pollen tubes germinated through
one of the colpus. 4-8. Stain tests. 4. TTC. 5. Acetic carmin. 6. Iodine-potassium iodide. 7. Sudan IV. 8. Alexander.
Bar = 20 pm (1-2), 50 um (3), 10 pm (4-8), 5 um (9). 9. Unstained pollen grain.
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Tabela 1. Valores médios percentuais e desvio padrdo de germinacdo e coloracido dos graos de pdlen de Carica papaya.
Graos de poélen germinados em dois meios de cultura (meio 1: sacarose 5% e agar 1,2 % e meio 2: 0,8% de agar, 5%
de sacarose, 100 mg L' de nitrato de cdlcio, 100 mg L' de nitrato de potéssio, 100 mg L' de 4cido bérico e 50 mg L! de
sulfato de magnésio) e corados com cinco corantes: TTC (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio), carmim acético, lugol, Sudan
IV e Alexander. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey a P < 0,05.

Table 1. Mean percent and standard deviation germination pattern and stained grains of pollen of Carica papaya. Pollen
grains germinated in two culture media (medium 1: sucrose 5% and agar 1.2% and medium 2: 0.8% of agar, 5% of sucrose,
100 mg L' of nitrate of calcium, 100 mg L' of potassium nitrate, 100 mg L' of boric acid and 50 mg L' of sulfate of
magnesium) and staining with five stains: TTC (2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride), acetic carmin, iodine-potassium
iodide, Sudan IV and Alexander. Same letters indicate that there was not significant difference among the averages for the

test of Tukey P < 0.05.

Pélen germinado

Pélen corado

Meio de cultura % de graos germinados Corantes % de graos corados
meio 1 65,0 = 6,0° TTC 67,5 £2,4*
meio 2 51,5 = 6,3° carmim acético 92,6 + 1,7¢
lugol 91,2 + 1,5¢
sudan IV 93,3 +2,5¢
Alexander 982 + 1,74

desidrogenases ativas em 67,5% através da coloragcao
vermelha dos graos de pélen (figura 4). Nos demais testes
colorimétricos, obtivemos um alto indice de graos de
poélen corados. Quanto a integridade da cromatina,
observamos que 98,2% dos graos de pélen foram corados
de vermelho intenso com carmim acético (figura 5). O
teste com lugol acusou a presenga de amido em mais de
91,2% dos graos de pdlen, que ficaram corados de marrom
(figura 6) e o corante Sudan I'V corou de vermelho 93,3%
dos graos (figura 7), indicando a presenca de lipidios. O
teste com o corante Alexander sugeriu que 92,6% dos
graos possuiam protoplama e parede celular integras,
indicados pela coloracio rosa do protoplasma e um fino
contorno verde da parede celular (figura 8). Os graos de
pélen ndo corados apresentam tonalidade acinzentada
(figura 9).

Discussao

O comprimento médio dos tubos polinicos de Carica
papaya obtidos no presente estudo foi de trés a quatro
vezes maior que o obtido por Moreira et al. (2005). Essa
diferenca pode estar relacionada com o menor tempo de
incubagdo que esses autores utilizaram e com o fato de
serem diferentes cultivares de C. papaya.

Alguns autores consideram que o meio de cultura
deve incluir, além de carboidratos, elementos estimulantes

como 4cido bérico, nitrato de calcio, nitrato de potdssio
e sulfato de magnésio (Visser 1955, Taylor & Hepler
1997). Entretanto, o percentual de germinacao foi maior
no meio 1, sem elementos essenciais € com 50% a mais
de 4gar que o meio 2. Outros autores ja relataram
resultados semelhantes em auséncia de nutrientes (Traub
& O’Rork 1936, Rao & Lee 1970). Almeida et al. (1986)
verificaram a influéncia da concentracio de dgar (0,8%;
1,0%; 1,2%; 1,5%) na germinagdo dos grios de pdlen
do algodao (Gossypium hirsutum L.) in vitro, concluindo
que o aumento da concentrag@o desse elemento resulta
em um melhor desempenho do processo germinativo do
pélen. Meios de cultura com um agente solidificante
(4gar ou gelatina) t€m sido utilizados com sucesso na
germinacdo do pdlen de muitas espécies (Visser 1955,
Sousa-Lang & Pinto Junior 1997). Segundo Stanley &
Linskens (1974), o agente solidificante propicia, além
da facilidade de incorporacdo da sacarose ou outros
estimulantes de germinacio, umidade relativa constante
e condi¢des aerdbicas adequadas para uma boa germinacao
polinica.

Os dois meios de cultura utilizados, como ja haviam
sido descritos como meios ideais para C. papaya (Traub
& O’Rork 1936, Cohen et al. 1989), foram utilizados
como parametro para comparacdo entre os métodos
germinativos e os colorimétricos. O teste com TTC foi
o unico método colorimétrico que forneceu resultados
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semelhantes a estimativa de viabilidade polinica dada
pelos testes de germinacdo in vitro. Diversos autores
argumentam que o teste do TTC é uma estimativa
confidvel da viabilidade polinica, sendo préxima aquela
fornecida pelos testes de germinagdo in vitro (Cohen et
al. 1989, Mulugeta et al. 1994, Bolat & Pirlak 1999,
Huang et al. 2004). Além disso, o TTC é muito utilizado
por ser um método relativamente rapido e simples, muito
embora alguns autores facam ressalvas ao método,
afirmando que ele pode fornecer resultados ambiguos,
jaque graos de pélen abortados podem fornecer coloragao
semelhante aquela de graos vidveis (Heslop-Harrison &
Heslop-Harrison 1970).

Os testes com 0s quatro outros corantes (Alexander,
carmim acético, lugol e sudan IV), embora sejam técnicas
muito atrativas pela simplicidade e rapidez, superestimam
fortemente a viabilidade polinica quando comparados
aos resultados obtidos com TTC e germinagao in vitro
(King 1960, Heslop-Harrison & Heslop-Harrison 1970,
Stanley & Linskens 1974, Rodriguez-Riano & Dafni
2000). De acordo com Alexander (1980), através dos testes
com a solu¢do de Alexander, € possivel diferenciar os graos
de pdlen abortados dos nao abortados. Os graos de pélen
abortados ndo possuem o nicleo e apenas a celulose contida
na parede apresentard coloracio. Assim, essa solugcao
pode ser considerada como uma ferramenta valiosa para
os taxonomistas na identificacao de hibridos, por eles ndo
apresentarem nucleo ou apresentarem nticleo alterado.

O presente estudo forneceu dados de viabilidade
polinica do cultivar ‘Sunrise Solo’ de C. papaya e avaliou
a validade de testes colorimétricos como estimativa de
viabilidade polinica, tendo como referencial, estimativas
fornecidas por testes germinativos. Concluimos que os
testes com os corantes Alexander, carmim acético, lugol
e sudan IV sdo estimativas ineficientes de viabilidade
polinica, embora possam ser usados com eficécia para
determinar componentes celulares e a integridade do grao
de polen. Ja o TTC mostrou-se uma ferramenta confidvel
como estimativa rapida de viabilidade polinica.
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