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Resumo: A avaliacido da viabilidade do grio de pdlen, por métodos colorimétricos, configura-se em importante
técnica por sua facilidade de aplicagdo em programas de melhoramento genético, em especial por cruzamentos
(hibridacéo) e baixo custo. Este estudo objetivou estimar a viabilidade polinica em Catharanthus roseus por meio de
testes colorimétricos. Foram utilizados griaos de pdlen de flores coletadas de cinquenta individuos escolhidos com
base no aspecto fitossanitario, e seis corantes (Carmim Acético, Eosina, Lugol, Verde Sélido, Vermelho Congo e
2,3,5 Trifeniltatrazélio). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo que os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), com o auxilio do
programa estatistico BioEstat. Os métodos empregados demonstraram alta viabilidade polinica (>70%) para todos
os corantes, tendo o verde sélido e o Carmim Acético apresentado as maiores médias em relacio aos demais
corantes (>90%). A maioria dos corantes demonstrou facil distin¢do entre os graos vidveis e inviaveis, portanto,
foram eficientes para a avaliacdo da viabilidade polinica em C. roseus. No entanto, o corante Vermelho Congo,
embora tenha apresentado alta viabilidade, nio ¢ recomendado, pois 0 mesmo apresenta pouca distingao entre graos
de pdlen viaveis e ndo viaveis. Cabe ainda ressaltar que o corante Eosina, utilizado em estudos animais, apresentou
resultados exitosos e, por tanto, pode ser utilizado também em estudos com plantas.
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Application of colorimetric tests to determine pollen viability in
Catharanthus roseus [L.] G. Don (Gentianales)

Abstract: The evaluation of pollen grain viability, by colorimetric methods, is an important technique due to its
ease of application in genetic improvement programs, especially through crossings (hybridization) and low cost.
This study aimed to estimate pollen viability in Catharanthus roseus through colorimetric tests. Pollen grains from
flowers collected from fifty individuals chosen based on the phytosanitary aspect, and six dyes (Acetic Carmine,
Eosin, Lugol, Solid Green, Congo Red and 2,3,5 Triphenyltatrazolium) were used. The experimental design used
was completely randomized, and the data were submitted to analysis of variance and means were compared by the
Tukey test (p < 0.05), with the aid of the statistical program BioEstat. The methods used showed high pollen
viability (>70%) for all dyes, with Solid Green and Acetic Carmine showing the highest means in relation to the
other dyes (>90%). Most dyes showed easy distinction between viable and non-viable grains, therefore, they were
efficient for the evaluation of pollen viability in C. roseus. However, the Congo Red dye, although it has shown high
viability, is not recommended, as it has little distinction between viable and non-viable pollen grains. It is also worth
mentioning that the Eosin dye, used in animal studies, showed successful results and, therefore, can also be used in
studies with plants.

Key-words: Improvement; Medicinal plant; Pollen.

1. INTRODUGAO

A familia Apocynaceae se caracteriza por apresentar ampla variabilidade morfolégica em seus 6rgaos florais,

presenca de vasos laticiferos que contém uma gama enorme de substancias resultantes do seu metabolismo
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secundario que, na maioria das vezes, possuem propriedades farmacolégicas. No latex, sdo encontrados triterpenos,
fitoesterdis e alcaloides de elevada relevancia medicinal (RIZZINI & MORS, 1995).

A espécie Catharanthus roseus, também conhecida como boa-noite, vinca, ou maria-sem-vergonha, ¢ uma planta
herbacea, nativa de Madagascar, com ampla dispersdo em dreas tropicais e subtropicais do planeta, inclusive no
Brasil. Além de ser cultivada como ornamental em parques, jardins e bosques (LORENZI & SOUZA, 2008), ¢
bastante empregada na medicina popular para tratar diabetes, pressio arterial elevada e cancer (FERREIRA, 2003).
Nesta importante espécie, ja foram obtidos cerca de 70 alcaloides (MARINHO, 2001), sendo vimblastina e
vincristina utilizados no tratamento oncolégico MELO & ALVARENGA, 2009; BARRALES-CURENO, 2015).

Tendo em vista o potencial terapéutico que a referida espécie possui, torna-se necessatio a realizacido de
pesquisas que visem conhecer sua biologia reprodutiva, em especial, a viabilidade polinica, sobretudo, na avaliacdao
e selecio de genotipos em programas de melhoramento vegetal (POZZOBON et al., 2018). Pesquisas sobre
viabilidade polinica visam estimar o potencial de reprodu¢do masculina das espécies destinadas a industria
farmacéutica, permitindo caracterizar recursos genéticos com vistas a trabalhos de melhoramento genético baseados
em hibridagdo (IKUHN, 2015).

As vantagens do emprego de testes colorimétricos para a viabilidade polinica sio a rapidez e o baixo custo que
estes proporcionam, sendo utilizados em diversas pesquisas nos dltimos anos (MACEDO et al,, 2016; NACHBAR
& SOUZA 2018). Portanto, objetivou-se neste estudo estimar a viabilidade polinica de Catharanthuns rosens por meio

de diferentes corantes.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Experimental (LABGENEX) do Departamento de
Ciéncias Biologicas (DCB) da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Campus Jequié - BA, Brasil.
Foram utilizadas 50 plantas, previamente, selecionadas com base em seus aspectos fitossanitirios na area
institucional (13° 51°27”’S; 40°05°01”W, altitude 216m).

De cada individuo, foi coletada uma tnica flor no periodo de antese, sendo estas colocadas em recipiente
devidamente identificado, totalizando 50 frascos, e posteriormente levadas para o laboratério, onde, com a ajuda de
uma agulha, foram retiradas anteras que posteriormente foram fixadas em solucio de dlcool a 70% e mantidas sobre
refrigeracio até a realizagio do experimento.

Para a preparacido das laminas, foi utilizada a técnica de esmagamento das anteras (GUERRA, 2002) para
liberagdo dos grios de polen. Uma gota de solucio homogeneizada, contendo os graos de pélen, foi depositada em
cada lamina, tendo-se repetido o mesmo procedimento para a aplicacio do corante. Para o teste de viabilidade,
foram utilizados os seguintes corantes: Carmim Acético a 1%, Lugol 1% a 5% e solucdo de 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (T'TC) a 3%, adaptado de Santos et al. (2018), Vermelho Congo 1%, com base em Nascimento et
al. (2014) ¢ dois novos corantes, Eosina 0,1% e Verde Sélido 2%. Para teste com TCC, os grios de pdlen foram
corados logo ap6s serem coletados.

Para estabelecer os critérios utilizados para classificar os graos de pélen em vidveis e invidveis foi observado a
tonalidade apresentada, tendo em vista a reacdo especifica de cada corante. Os grios de polen corados foram
considerados viaveis e, os ndo corados ou com morfologia anémala, inviaveis.

Para que houvesse a coloracio, foi aguardado um tempo de 10 minutos de modo a permitir a penetragiao dos
corantes, bem como que eles pudessem agir sobre as estruturas polinicas, corando-as, sendo logo em sequéncia
analisadas. Este procedimento foi valido para os seguintes corantes, quais sejam: Eosina, Lugol, Verde Sélido e
Vermelho Congo. Por outro lado, para o Carmim Acético e para o TTC, o tempo de exposi¢io foi de 24 horas.

Foram confeccionadas um total de quinze laminas, trés para cada um dos cinco corantes estudados, avaliando-
se os graos de polen pelo método de varredura em microscopio 6ptico, em objetiva de 40x. O procedimento
consistiu na deposicdo de uma gota de solucio contendo os grios de pdlen, apés homogeneizacdo. A viabilidade

polinica foi calculada pela seguinte formula:

o N° de grios de pdlen corados
Viabilidade do pdlen (%) = X 100

N° de graos poélen total

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados foram analisados quanto a
normalidade (Shapiro-Wilk), e tendo atendido os pressupostos, foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Programa Estatistico BioEstat 5.3 (AYRES
et al,, 2007).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias de graos de pdlen viaveis em C. rosens, demonstram viabilidade superior a 70% para todos os
corantes utilizados (Tabela 1). De acordo com Brito et al. (2010), porcentagem acima deste valor é considerada alta,
desta forma a espécie possui elevada viabilidade polinica, sendo que esta informacio ¢ desejada pelos melhoristas
em seus programas de melhoramento genético, via hibridacio.

Tabela 1. Média de viabilidade polinica de Catharanthus rosens por corantes.

Corantes Viabilidade (%)

Lugol 85,67ab
Verde Sélido 96,33a
Eosina 90,33ab
Vermelho Congo 91,33ab
Carmim Acético 94,332
TTC 70,33 b
CV (%) 4,46%

p= 0,017

De acordo com os dados apresentados a Tebela 1, pode-se observar que nao houve diferenca entre os corantes
Llugol, Eosina e Vermelho Congo. No entanto, o Verde Sélido e o Carmim Acético apresentaram diferenca em
relagdo ao TTC. Testes com os corantes Verde Soélido e Carmim Acético sdo utilizados para evidenciar material
nuclear (GUERRA, 2002). Estes indicaram as maiores taxas de viabilidade polinica, sendo que o primeiro corante
resultou em coloragdo verde-escura (Figura 2A) e, o segundo, vermelho escuro (Figura 1A) para os grios de pdlen
viaveis.

Figura 1. Fotomicrografias de grios de polen de Catharanthus roseus- 1. Carmim Acético; 2. Verde Sélido; 3. Lugol;
4. Eosina; 5. Vermelho Congo; 6. TTC e 7. Grio sem corante. (A seta indica grios de pdlen inviaveis). Escala =
10 pm.

O teste do TTC ¢ utilizado como teste bioquimico ao indicar a presenca das enzimas desidrogenases ativas na
estrutura observadas, corando-a de vermelho (Figura 6), sugerindo desta maneira possivel viabilidade do pdlen.
Estudos que tratam desta tematica defendem que a estimativa da viabilidade polinica por este corante ¢ confiavel,
sendo proximas aquela fornecida pelos testes de germinacio in vitro (MUNHOZ et al., 2008).

Os resultados encontrados pra os corantes Lugol, Eosina e Vermelho Congo foram satisfatérios. Lugol ¢ um
indicador de viabilidade polinica de acordo com Nascimento et al. (2014) e Munhoz et al. (2008), uma vez que os
mesmos apresentaram estimativas que nao diferiram estatisticamente da estimativa apontada para o TTC. O Lugol
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corou o pélen de marrom escuro (Figura 3A), indicando que este é amilaceo. Este reagente é bastante empregado
em estudos histoquimicos e vem sendo apontado como bom indicador da viabilidade polinica por diversos autores,
como de espécies como Carica papaya L. (MUNHOZ et al., 2008), Manihot escutenta Crantz. (TTAGO et al., 2014) e
Bertholletia excelsa Bonpl. (SANTOS et al., 2015).

O Vermelho Congo ¢ usado para corar fibras de cellulose (REIS, 2009) e foi utilizado por Nascimento et al.
(2014), evidenciando o menor percentual de grios de pélen viaveis, o que pode ser justificado pelo fato deste corante
ndo oferecer contraste nitido entres os viaveis e inviaveis (Figura 5), podendo gerar erros na analise. Nesta pesquisa
a distingao de graos de pélen viaveis e inviaveis se deu pela analise dos aspectos morfoldgicos, como tamanho e
formato, pois o Vermelho Congo corou todos os graos de pdlen de forma similar, como ilustrado abaixo.

O corante Eosina ¢ muito utilizado em estudos histolégicos com animais, corando o citoplasma e os espagos
intercelulares de rosa, atestando dessa forma que nio ha ma formacio e/ou lesdes na célula (TSUNEDA, 2015). O
referido corante apresentou estimativa confiavel para determinacio da viabilidade polinica (Figura 4A), ao ser
comparado com os outros corantes, o quais sio bastante empregados em estudos citolégicos em plantas.

4. CONCLUSOES

Os testes adotados sdo simples, rapidos e demonstraram eficiéncia. Os corantes Carmim Acético, Verde Sélido

e Vermelho Congo apresentaram as maiores taxas de viabilidade polinica, devendo-se considerar que os dois

primeiros coram elementos fundamentais do material genético do pélen. Levando em conta que alguns corantes
sdo mais caros, deve-se optar pela utilizagio de corantes com valor mais acessivel, sendo este o Carmim Acético.

Cabe ressaltar ainda que o corante Vermelho Congo, embora tenha demonstrado aparente eficiéncia, o

mesmo nao oferece bom contraste para avaliagdo e, por tanto, deve ser evitado. Na presente pesquisa foi constatada

a eficiéncia do corante Eosina na avaliacio da viabilidade polinica, sendo mais um corante a ser utilizados na

avaliacdo da viabilidade polinica.
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