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RESUMO

A viabilidade e a conservagdo de gréos de pélen sdo importantes fatores a serem considerados na conservagéo de
germoplasma e em programas de melhoramento. Esta pesquisa teve como objetivos selecionar o melhor corante para
andlise da viabilidade polinicaem mamoeiro, e determinar o periodo e ambiente de conservacdo de gréos de pdlen de
doiscultivaresde mamoeiro, Golden e Tainung 01. Para o primeiro caso, foram testados dois corantes (FCR e solugéo
deAlexander), enquanto para conservacdo dos graos de pélen botbes florai s naantese foram col etados, colocados em
recipientes pléasticos e mantidos em dois ambientes, freezer (-18° C) e geladeira (12° C), por 60 dias. Antes e apos 0
periodo de conservagao, os gréos de pdlen tiveram suaviabilidade testada. A andlise de varianciaindicou que os dois
métodos de andlise da viabilidade polinicando diferiram estatisticamente, conforme Teste“t” a5% de probabilidade. A
solucdo deAlexander é maissimplesde preparar e maisviével economicamente quando comparadacom o método FCR.
Assim sendo, o primeiro método foi selecionado paratestar aviabilidade polinicados gréos de pélen conservados. Os
resultados indicaram que a conservagdo dos graos de pélen em botao floral para os cultivares Tainung 01 e Golden foi
viével por 60 e 30 dias, respectivamente. O cultivar Golden apresentou drésticareducdo naviabilidade aos 60 dias de
armazenamento. N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os ambientes de conservacao.

Palavras-chave: Viabilidade de gréosde polen, FCR, Solugdo deAlexander.

ABSTRACT

Conservation of papaya (Carica papaya L.) pollen grain

The viability and conservation of pollen grainisanimportant factor in germplasm conservation and plant breeding
programs. The objectives of this research were to determine the best stain for testing papaya pollen viability, the best
time and the best environment to preserve pollen grains of two papaya cultivars, Golden and Tainung O1. For the first
objective, the dyes FCR test and Alexander’s solution were tested. For pollen grain conservation, flower buds at
anthesiswere collected, put in plastic vials, and kept in freezer (-18°C) and refrigerator (12°C) environmentsfor 60 days,
before and after the conservation period pollen grains had their viability tested. The analysis of variance showed that
the two stain methodol ogieswere not statistically different based on “t” Test at 5% of probability; sincethe Alexander’s
solution isacheaper and easier procedure compared with the FCR test, the former was selected asthe procedureto test
the pollen grain viability. The results showed the pollen grain conservation in floral budswas viable during 30 and 60
days for cultivars Golden and Tainung 01, respectively. Cultivar Golden had a drastic viability decrease at 60 days
storage. There was no significant difference between the conservation environments.

Key words: pollengrainviability, FCR, Alexander’s solution.
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INTRODUCAO

A conservagdo de gréos de pélen € um procedimento
muito importante em programas de mel horamento genéti-
co, principalmente quando se pretende cruzar selecdes
ou cultivares que ndo tém floragdes coincidentes. A con-
servagao de gréos de pdlen é também um método indica-
do para trabalhos de conservacdo e intercdmbio de
germoplasmas (Hanna, 1994). Na conservagdo de gréos
de pdlen, o principa propésito é a manutencdo da sua
viahilidade.

Osprogramas de mel horamento genético utilizam com
certa freguiéncia a hibridagdo entre gendtipos, que, mui-
tasvezes, podem estar em ambientes diferentes. Alémdis-
so, € comum haver em plantios de mamoeiro plantas
hermafroditas com reversao sexual , jaque quase todos os
gendtipos de mamao sdo vulnerdveis a este fendmeno.
De acordo com Damasceno Junior (2004), taisanomalias
podem ser herdaveis. Assim sendo, é importante para o
mel horistaidentificar no campo gendtipos com menor in-
cidéncia de reversdo sexual e outras anomalias florais
(carpeloidia e pentandria) e conservar os gréos de pdlen
dessas plantas para uso futuro em programas de melhora-
mento, visando a reducéo dessas anomalias florais.

Os fatores mais importantes para que a conservagao
dos graos de pdlen seja bem sucedida sdo a temperatura
do armazenamento e o teor de umidade do material. Coma
reducdo de ambos, a viabilidade dos gréos de pdlen ten-
deaaumentar (Pickert, 1988).

Antes, durante e apos o periodo de conservagéo dos
gréos de pdlen, é necess&rio monitorar a sua viabilidade.
Dessaforma, pode-se estabel ecer o periodo méximo em que
0s graos de pdlen podem permanecer conservados sem per-
der acgpacidadedegerminar efertilizar. Segundo Dafni (1992),
aavaiacao da viabilidade dos gréos de pdlen é o primeiro
passo no entendimento das chances que e etem de germinar
no estigma da flor, sendo esse um estédio crucial rumo a
fertilizagdo. A viabilidade do gréo de pdlen pode ser estima-
dapor varios métodos: coloragdo (paraisso podem ser utili-
zados diversos corantes como solugdo de lugol, método de
reacdo fluorocromética (Fluorochromatic Reaction - FCR),
solucdo tripla de Alexander e corantes vitais como o sal de
tetrazdlio) e asgeminagdesin vivo ein vitro.

A solug@o tripla é um corante diferencial que distingue
bem gréos de pdlen viaveis de invidveis na maioria das
angiospermas (Alexander, 1969). Porém, o méodo FCR éo
maisindicado paradeterminar aviabilidade, agerminacdoea
capacidade de fertilizacdo, quando comparado com outros
corantes, em razéo de apresentar altacorrelacdo com o poten-
cia degerminacio de gréos de pdlen maduros, refletindo as-
smumasituagdoredl in vivo. A Unicadesvantagem do méto-
do éutilizar fluorocromose, conseglientemente, necessitar de
mi croscopiosequipadoscom fluorescéncia(Dafni, 1992).
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O objetivo desta pesquisa foi selecionar um corante
adequado e prético paraaandlise daviabilidade polinica
em mamoeiro, bem como determinar qual o melhor periodo
e ambiente de conservacdo de graos de pélen de dois
cultivares de mamoeiro, Golden e Tainung 01, armazena-
dos diretamente no bot&o floral.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Os materiais genéticos utilizados nesta pesquisa fo-
ram os cultivares Golden, representando o grupo Solo, e
0 Tainung 01, representando o grupo Formosa. As cole-
tasforam realizadas em plantios comerciai s pertencentes
aEmpresaCaimanAgricolaS.A., localizadano municipio
deLinhares, ES. As plantas estavam dispostas em fileira
dupla, com espacamento de 3,5x 2,0x 1,8 m. O sistemade
irrigacdo foi do tipo microaspersdo, e todo 0 mangjo das
plantasfoi efetuado conformerecomendagdes paraacultura
(Marinetal., 1995). A coletadosbotdesflorais utilizadosno
teste de conservacdo dos gréos de pdlen foi realizadano dia
15 defevereiro de2004, as8 h.

Teste de coloracéo

Para dar suporte ao teste de conservacdo dos gréos de
pdlen, foi necessério estabel ecer um protocolo paraavaliar a
capacidade germinativa dos gréos de pdlen. Assm sendo,
testaram-se dois corantes: solugdo tripla de Alexander
(Alexander, 1969) ereacgo fluorocromética(Fluorochromatic
Reaction- FCR) (Hed op-Harrison & Hedop-Harrison, 1970).

Quinze hotdesfloraishermafroditas/cultivar proximosda
aberturaforam col etados, fixadosem etanol 70% e conserva:
dosal2°C. Parao preparo dasl&minasforam utilizadosdois
anteras/bot&o/cultivar/métodos, sendo o mesmo botéo ava
liado pel osdoismétodos. No método proposto por Alexander
(1969), as anteras foram maceradas numa gota do corante
(solugéo tripla). Depois de retirado 0 excesso de corante,
com pape filtro e apds cinco minutos, aslaminasforam ob-
servadas sob campo claro em microscopio optico (Olympus
BX 60, EUA). Osgréos de pdlen foram classificados como
normais/viaveis ou anormaisiinviave's, baseado na reacéo
dosgréosde pdlen com asolucdo, aqual permiteadistingdo
entre graos de polen vidveis de invidves.

Para a reagéo fluorocromética (FCR), duas anteras/bo-
tao/cultivar foram hidratadas por cinco minutos em &gua
destilada. Ap6s esse periodo, foram maceradas em gota do
corante diacetato de fluoresceina para liberagdo dos gréos
depdlen. Pogteriormente, aléminafoi montadacomlaminula
e observada sob microscépio de fluorescéncia (Olympus
BX 60, EUA), utilizando-seofiltro com comprimento deonda
para emissdo de 520 nm e excitacdo de 495 nm. Gréos de
polen mal formados, ou sgja, com o citoplasma contraido,
fluorescentes ou ndo, pouco fluorescentes e sem fluores-
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cénciaforam consideradosinviavels, conformeGwyn & Stelly
(1989), enquanto os circulares e fluorescentes foram tidos
comoviaves.

Para cada método foram avaliadas 15 |aminas/cultivar/
método, sendo em cada uma contados 250 gréos de pdlen,
totalizando 15.000. Os dadosforam analisadosno Programa
Genes (Cruz, 2001), utilizando-se o teste“t” paracompara
¢do demédias.

Teste de conservacdo dos grdos de pélen

Botbesfloraishermafroditas naanteseforam coletadose
acondicionados i ndividua mente em recipientes tubos plés-
ticos devidamente etiquetados. As amostras foram acondi-
cionadas em geladeira, a uma temperatura de 12 °C, e em
freezer, aumatemperaturade—18°C.

Antesdeseiniciar o armazenamento, cadabotéofloral a
ser armazenado teve suaviabilidade polinicamonitoradavia
Solucéo de Alexander (coloracdo definida no experimento
anterior), indicando que todos os botfes apresentavam via-
bilidade polinicasuperior a90%. Apds o monitoramento, um
botao/gendtipo/frascofoi colocado nosdoisambientes (cin-
cofrascosnageladeiraecinco nofreezer). Apossete, 14, 21,
30 e 60 dias de conservacdo foi retirado um frasco de cada
ambiente e de cada gendtipo para avaliacdo da viabilidade
polinica, sendo depois descartado. Foram preparadas qua
tro laminas/botdo, cada uma com duas anteras, as quais fo-
ram maceradas no corante (Solucdo de Alexander) e depois
observadas em microscépio 6tico (Olympus BX 60, EUA).
Paracadalaminaforam contadososgraosdepdlenviaveise
osinviavels, totaizando 500 por lamina.

Foram realizadas andlises estatisticas utilizando o Tes-
te“t” paracomparagdo de médias entre os gendtipos, entre
0s ambientes, entre os ambientes dentro de cada genétipo
e entre as épocas dentro de cada ambiente para cada
gendtipo. Os dados foram analisados no Programa Genes
(Cruz, 2001).

A c

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste de coloracéo

N&o foi observada diferenca significativa, pelo Teste
“t” (P>0,05), entre ostestes de col oracdo utilizados nesta
pesquisa, ou sgja, resultados semelhantes foram obser-
vados utilizando tanto a solucéo tripla de Alexander (Fi-
gura1A) quanto areacéo fluorocromatica (FCR) (Figura
2B). Paraaviabilidade polinicaentre os cultivares Golden
eTainung 01, houve diferencasignificativapelo Teste“t”
(P<0,01), em que médias apresentaram valoresde 82,28 e
94,30% (Tabelal), respectivamente.

Pickert (1988), trabalhando com gréos de pdlen maduros
rehidratados de Arabidopsis thaliana, observou correlacéo
significativa entre os testes de germinag&o in vitro e FCR,
encontrando 80 e 87% de viabilidade polinica, respectiva-
mente. Esse mesmo autor justifica porcentagens de viabili-
dades maiores para os testes de coloragdo, explicando que
tal fato pode ser devido as condigdes subGtimas do meio de
culturautilizado no procedimentoin vitro, ou em funcdo das
enzimas reagirem com o FCR nas membranas intactas de
alguns gréos de pdlen, porém eles ndo apresentavam a ca-
pacidade de emitir tubo polinico.

NaTabea 1 observam-s2, parao cultivar Golden, vaores
seme hantes estatisticamente para a viabilidade polinica utili-
zando-se 0s dois métodos de coloragdo, sendo os vaores de
81,97 82,58% respectivamente paraaSolucdo deAlexander eo
FCR. No cultivar Tainung 01 asviabilidadesencontradasentre
0s testes utilizando a solucdo de Alexander e FCR foram de
93,77 e%4,82% (Tabdal), regpectivamente, também néo haven-
dodiferencasgnificativapeoTeste"t” (P>0,05).

Considerando que o teste de Alexander (Alexander,
1969) € menos oneroso, mais simples, prético e por nao
ter apresentado diferenca estatistica significativa quan-
do comparado com areacdo fluorocromética (FCR), que
€ mais complexa e mais onerosa, optou-se por utilizar a
solugdo de Alexander para monitorar a viabilidade

Figura 1. Viabilidade de graos de pdlen de mamoeiro. Gréos de polen corados com: (A) Solugdo Triplade Alexander (Alexander,
1969); e (B) diacetato de fluoresceina (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison, 1970). Setas maioresindicam gréosde pdlen viaveise

as menores graosde pdlen inviaveis. Barra= 50 um.
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Tabela 1. Porcentagem média da viabilidade polinica em
mamoeiro, cultivares Golden e Tainung 01, utilizando dois
meétodos, solucéo triplade Alexander e reagao fluorocromética
(Fluorochromatic Reaction (FCR) test). Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas pelo
teste t

Golden Tainung 01 Meédia
Solugéo Alexander 81,97 bA 93,77 aA 87,87 A
FCR 82,58 bA 94,82 aA 88,70 A
Média 82,28 b 94,30 a 88,29

Obs.: Letras mintsculas comparam médias nalinha e letras maiGscul as
comparam médias na coluna.

polinica do material conservado. Com isso, pode-se
otimizar a avaliagcdo da viabilidade pela utilizagdo de
reagentes mais acessiveis e a ndo utilizagdo de
microscopiade fluorescéncia, hecessaria quando se uti-
liza o teste FCR. Além disso, 0 método de Alexander
(Alexander, 1969) tem alta confiabilidade para o
discernimento entre gréos de pélen vidveis e inviaveis,
visto a semelhanca de resultados com uma das técnicas
mais aceitas e recomendadas para avaliagdo da viabili-
dade de graos de pdlen, o teste FCR.

Teste de conservacdo dos grdos de pélen
Edtatisticamente ndo houve diferencasignificativapelo
Teste"t” (P> 0,05) entre osambientesde conservacdo, gela
deiraefreezer (Tabela2), porém, paracadagendtipo, obser-
vam-se val ores maiores de viabilidade polinica aos 60 dias
dearmazenamento no ambientefreezer. A médiadeviabilida
de no freezer foi de 89,37%, enquanto na geladeirafoi de
87,16% (Tabela 2). Segundo Cohen et al. (1989), o
armazenamento de graos de pdlen de mamoeiro aumatem-
peraturade5°Cfoi satisfatorio quando el esforam conserva
dos por dois meses, porém, por um periodo minimo de seis
meses, atemperaturaque gerou um melhor resultadofoi ade
—18°C em freezer. Osgraosde pdlen do mamoeiro podem ser
conservados por no minimo seis meses se acondicionadosa

10°C, com umidaderelativado ar emtorno de 10% (Storey,
1969). Griggset al. (1953) recomendam que osgraosde pd-
len dea gumasfruteiras podem ser mantidos congeladosa—
18 °C sem controle de umidade relativaem freezer por mais
deum ano. Como descrito naTabel a2, o cultivar Tainung 01
apresentou a maior porcentagem de viabilidade dos gréos
depdlen, commédiagerd de93,49%, eo Golden, com 83,04%
de gréos de pdlen vidve's, considerando todos os periodos
de armazenamento, apresentando diferenca estatistica sig-
nificativaentre os cultivares.

O cultivar Golden apresentou decréscimo naviabilidade
dosgraosdepdlen apartir de 21 dias de armazenamento nos
dois ambientes de acondicionamento (Tabela2 e Figura 2),
sendo observado tal decréscimo quando as médias atingi-
ram 86,35 e85,20% nagel adeiraenofreezer, respectivamen-
te. Com 60 dias, observou-se claramente reducdo drésticada
viabilidade nos dois ambientes de armazenamento, sendo
esses valores significativos estatisticamente. No freezer, a
reducao daviabilidadefoi menor do que nageladeira, sendo

Viabilidade polinica (%)

0 T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Dias

—— Golden Geladeira —8— Golden "Freezer”
—k— Tainung 01 Geladeira —— Tainung 01 "Freezer”

Figura 2. Viabilidade polinicade gréosde polen em doiscultivares
de mamoeiro, Golden e Tainung 01, armazenados durante sete,
14, 21, 30 e 60 dias, em dois diferentes ambientes de
acondicionamento, geladeiraefreezer.

Tabela 2. Porcentagem médiade viabilidade polinicae desvio-padréo em dois cultivares de mamoeiro Golden e Tainung 01 avaliados
em seis periodos de armazenamento em dois ambientes diferentes de acondicionamento (geladeirae freezer). Médias seguidas pelas
mesmas | etras ndo apresentam diferencas significativas pelo teste t

Golden Tainung 01
Coleta *91,60+2,06 a *97,90+1,15a
Periodo Geadeira Freezer Geladeira Freezer
7 dias 91,05+1,40 a 93,15+1,58 a 97,85+0,91 a 98,05+1,10a
14 dias 93,50+2,50 a 94,10+1,82a 97,550,411 a 96,40+1,98 a
21 dias 86,35+0,85 b 85,20+5,59 ab 94,75+0,39 b 94,70+2,47 b
30dias 86,10+3,20 b 83,10+2,56 b 86,20+4,34 ¢ 91,20+3,41 b
60dias 55,00+10,00 ¢ 62,90+5,30 ¢ 83,30+3,98 ¢ 94,95+1,37 b
** M édi a/ambi ente/gendtipo 82,40+15,04 A 83,69+12,02 A 91,93+6,61 A 95,06+3,06 A
M édia/gendtipo 83,04+13,07Fareezer = 89,37+10,39 a
Média/ambiente Geladeira=87,16+1244 a 93,49+5,24 b

*Letras mindsculas na coluna comparam entre épocas.** Letras mailsculas na linha comparam entre ambientes dentro de cada gendtipo.
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asmédiasde 62,90 e55,0%, respectivamente (Tabela2). Nao
houvediferencasignificativa (P> 0,05) entreosdoisambien-
tes testados, geladeira e frezeer, utilizando-se o Teste “t”
parao cultivar Golden. Deacordo com Ganeshan (1986), ndo
exigtiu diferenca significativa na viabilidade dos gréos de
pdlen do cultivar Washington (Carica papaya L.) e Carica
cauliflora L. apds 485 dias de conservacdo em nitrogénio
liquido. A viabilidade dosgraos de pdlen frescos (57,54%em
C. Papaya e67,67% em C. Cauliflora), quando comparada
com a viabilidade apés cada intervalo de armazenamento
(sete, 30, 60, 90, 180, 365 485 dias), exibiu respostauniforme
acriopreservacdo, e ndo houveinteracdo significativaentre
espécie e periodo de armazenamemto.

Com 60 dias de armazenamento, os graos de polen do
cultivar Tainung 01 apresentaram maior resisténcia ao
armazenamento em relagdo ao Golden. Porém, no ambiente
geladeira, observou-se, apartir de 30 dias, ligeiraquedana
viabilidade dos gréos de pdlen do Tainung 01, quando
passou de 94,75 para 86,20% (Tabela 2 e Figura 2), sendo
estes val ores estatisticamente distintos. Ndo houve diferen-
casignificativapelo Teste“t” entre osambientesgeladeirae
freezer, considerando o cultivar Tainung 01, porém no ambi-

ente freezer observa-se (Tabela 2) que os valores finais da
viabilidade polinica foram superiores aos valores finais no
ambientegeladeira

Pode-se inferir que no ambiente freezer houve menor
atividade metabdlica dos graos de pdlen, principa mente no
cultivar Tainung 01, por isso observou-se maior viabilidade
desses neste tipo de ambiente, porém, como jamencionado,
tanto para 0 Golden quanto para o Tainung 01 n&o houve
diferenca estatistica significativa entre os ambientes gela-
deiraefreezer. Visser (1955) relatou que alongevidade dos
gréos de pdlen armazenados depende da reducdo da sua
aividadefisiologica. Emgeral, osgréosdepdlendamaioria
dasespéciesa cancam melhor viabilidadeem umidadesrela-
tivas de zero a 30%, contudo, o 6timo de umidade relativa
variacom atemperaturade armazenamento (Galletta, 1983).

Alguns problemas foram detectados no decorrer do pre-
sente experimento, como a incidéncia de fungos nas pecas
florais dos botdes armazenados, indicando a necessidade de
gprimoramento da técnica de conservagdo proposta no pre-
sentetrabal ho. Entretanto, no processo de polinizacdo artifici-
d (Figura3A-D) utilizado nosprogramasde mehoramento do
mamoeirotd ateracdo ndo secongtitui emfator limitante.

Figura 3. Processo de polinizagéo manual em mamoeiro. Flores hermafroditas (A e B) so dissecadas pararetirada das pétalas (C),
onde est&o aderidos 0s estames com suas respectivas anteras (seta), sendo o conjunto depositado sobre as papilas estigméti cas (seta)
deumaflor feminina(D).
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Conforme os resultados apresentados na Tabela 2, ob-
serva-seque em agunscasos o valor daviabilidade polinica
inicial dedado periodo foi inferior ao daviabilidade do peri-
odo subsequiente. Estatisticamente ndo se observou dife-
renca significativa entre os valores de viabilidade polinica
de tais periodos; dessa forma, ndo se pode considerar que
houve el evacao daviabilidade em determinados periodos de
armazenamento. De acordo com Baéz et al. (2002), Gibernau
et al. (2003) e Khan & Perveen (2006), em gréos de polen
armazenadosndo se observaaumento deviabilidade polinica
com o passar do periodo de armazenamento, massim decrés-
cimo. Portanto, os resultados mencionados no presente tra-
balho estdo de acordo com aliteratura, ou sgja, com o passar
do tempo observou-se reducdo significativa da viabilidade
dos gréos de pdlen armazenados.

CONCLUSOES

N&o foi observada diferencasignificativaentre osre-
sultados encontrados utilizando a solucéo tripla de
Alexander e o teste FCR nos dois cultivares estudados,
recomendando-se a utilizacdo da solucéo tripla de
Alexander para trabalhos de viabilidade de gréos de po-
len frescos ou armazenados em mamoeiro.

De modo geral, a viabilidade dos graos de pdlen do
cultivar Tainung 01 é mais alta que a dos gréos de pdlen
do Golden em qual quer condic¢&o de armazenamento.

E possivel conservar os gréos de polen do cultivar
Golden e Tainung 01 diretamente no bot&o floral acondi-
cionados em geladeiraou freezer por 30 e 60 dias, respec-
tivamente.

Estatisticamente, os ambientes geladeira e freezer ndo
apresentaram diferencas significativas para os gréos de
pélen armazenados no botdo floral, semelhante também
guando se consideram os dois ambientes dentro de cada
cultivar.
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