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RESUMO: No presente trabalho, estudaram-se dois métodos para avaliagdo da viabilidade polinica da
Jurubeba (Solanum paniculatum L.) utilizando-se de corantes e pelo crescimento do tubo polinico. Para
avaliacdo da viabilidade do pélen de Solanum paniculatum L. foram utilizados botbes florais de 6
populacdes diferentes que foram fixados em metanol: acido acético PA (3:1). Na estimativa da
viabilidade polinica foram realizadas lAminas pela técnica do esmagamento utilizando-se os seguintes
corantes: Lugol 1%, Fucsina 1%, Safranina 1%, Azul de Astra + Fucsina 1% e Vermelho de Metila
0,05%, foram avaliadas 5 laminas por planta e analisados em média 150 graos de pdlen por lamina. Na
viabilidade pela coloragdo foram considerados graos de pélens vidveis aqueles que apresentassem
coloragéo intensa ou coloragdo diferencial da exine e da intine. Para verificar a germinagdo do tubo
polinico, foram distribuidos os graos de pélen em placas de Petri contendo (10 g/l sacarose: 0,01 g/l
acido bérico) com trés repetigcdes das quais foram avaliados 250 grédos de p6len em média por placa,
estas foram expostas a 28 °C em cémara de germinagdo. As observagdes foram realizadas no
microscépio Optico aumento de 40 X, nisso foi considerado como gréo de pélen germinado aquele cujo
comprimento do tubo polinico tivesse ultrapassado o seu préprio didmetro. Os testes de germinagéo
demonstraram um baixo indice de grdos de pdlen germinados, por isso, a viabildade parecer
expressar o poténcial de germinagao, mas nao a sua ocorréncia.

Termos para indexacgao: Solanaceae, graos de pélen, fertilidade masculina.

POLLEN VIABILITY AND GERMINATION RATE OF POPULATIONS FROM JURUBEBA (SOLANUM
PANICULATUML.)

ABSTRACT: In the present work, they were studied two methods for evaluation of the pollen viability of
Jurubeba (Solanum paniculatum L.) being used of colors and for the growth of the tube pollen. For
evaluation of the viability of the pollen of Solanum paniculatum L. was used floral buttons of 6 different
populations that were fastened in methanol: acid acetic SHOVEL (3:1). In the estimate of the pollen
viability sheets were accomplished by the technique of the crush being used the following staining:
Lugol 1%, Fucsina 1%, Safranina 1%, Blue of Astra + Fucsina 1% and Red of Methyl 0,05%, they were
appraised 5 sheets for plant and analyzed 150 pollen grains on average by sheet. In the viability for the
coloration grains of viable pollens were considered those to present intense coloration or differential
coloration of the exin and of the intin. To verify the germination of the tube pollen, the pollen grains were
distributed in plates of Petri containing (10 g/l sucrose: 0,01 boric acid g/l) with three repetitions of the
which were appraised 250 pollen grains on average for plate, these were exposed to 28 °C in
germination camera. The observations were accomplished in the microscope optical increase of 40 X,
in that was considered as grain of germinated pollen that whose length of the pollen tube had crossed
own diameter. The germination tests demonstrated a low index of pollen grains germinated, for that, the
viability to seem to express potential the germination, but doesn't sweat occurrence.

Index terms: Solanaceae, pollen grains, masculine fertility
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INTRODUCAO

O género Solanum produz uma grande variedade de saponinas esteroidais e glicoalcaléides
de importancia na resisténcia natural destas plantas contra muitas pestes Este género é um dos mais
amplos do reino vegetal com cerca de 1700 espécies (Willis, 1973).

Jurubeba (Solanum paniculatum L.) ocorre em toda a América tropical. Apresenta uma
ampla distribuicdo no Brasil ocorrendo do Rio Grande do Sul até o Rio Grande do Norte. Floresce e
frutifica praticamente o ano todo. Grant (1975) atribuiu as plantas invasoras algumas caracteristicas
tipicas, como a capacidade de colonizagéo rapida de ambientes abertos, inclusive por agéo antropica, e a
reproducdo predominantemente autogémica, o que lhes confere alta uniformidade genética em nivel
populacional, ndo descartando, entretanto, surtos esporadicos de recombinacéo.

As folhas, frutos e especialmente as raizes da jurubeba séo utilizadas popularmente sob a
forma de cha contra as doengas do figado, diabetes e ictericia. Também é utilizada na preparacdo de
tinturas e extratos pela industria farmacéutica. Dos frutos € fabricado vinho. O extrato mole da raiz faz
parte da composigdo de medicamentos fitoterapicos de uso empirico (Leitdo-Filho et al., 1975).

Segundo Souza el al. (2002), a viabilidade e a germinabilidade polinica constituem-se em
fatores importantes para o0 melhoramento de plantas, pois em algumas espécies cada grao de pdlen leva
consigo os materiais genéticos resultante da recombinagao, fazendo com que estas plantas transmitam a
pr6xima geragdo gendtipos amplamente diversificados, tamanha a probabilidade de diferentes
combinagdes entre os alelos que ocorre na meiose.

Considerando-se que a manifestagdo do genoétipo de um individuo é o resultado da
contribuicdo trazida pelos gametas na formacdo do zigoto, quanto maior a taxa de viabilidade e
germinabilidade polinica, maior a possibilidade da producédo de combinagdes distintas entre alelos e, em
ultima andlise, de variabilidade genética (Akoroda, 1983).

Para assegurar o sucesso nas hibridagées controladas, é importante que o pdlen a ser
utlizado tenha boa viabilidade. Em geral, o pélen colhido de flores em adequado estadio de
desenvolvimento e corretamente preparado nao necessita de testes de viabilidade. Entretanto, ndo sédo
raras as situagcdes em que o pdlen a ser usado tenha sido colhido em outra regidao, ou mesmo, fornecido
por intercdmbio com outros paises. Por outro lado, pela ndo coincidéncia de floragédo, é preciso, muitas
vezes, armazenar o pélen colhido em um ano, para ser utilizado no ano seguinte. Neste caso, é
recomendavel testar a viabilidade do mesmo, antes de sua utilizagdo (Dantas et al., 2005; Einhardt et al.,
2006).

A viabilidade do pdlen pode variar consideravelmente entre individuos de uma espécie e
entre amostras de um mesmo individuo. Segundo Shivanna & Rangaswamy (1992), o periodo de
florescimento, as alteragbes ambientais e as diferengas genotipicas podem contribuir para tal
variabilidade. A perda da viabilidade do pdélen em diferentes espécies tem sido correlacionada com a
perda de agua e a manutencdo do estado de desidratagdo em condi¢cbées naturais e de laboratério
(Linskens & Cresti, 1988; Nepi & Pacini, 1993).
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O objetivo deste trabalho foi estimar a viabilidade e a germinagédo polinica em seis
populagdes de Solanum paniculatum L.

MATERIAL E METODOS

A viabilidade e a germinagéo do tubo polinico foram realizados no Laboratério de Biologia na
UNEMAT no Campus de Alta Floresta — MT entre fevereiro a abril de 2007, a partir de botdes florais em
estégio de pré antese coletadas em seis diferentes locais em Alta Floresta — MT (Tabela 1).

Para avaliacdo da viabilidade do pélen de Solanum paniculatum foram utilizados botdes
florais fixados em metanol: acido acético PA (3:1). A técnica de esmagamento foi utilizada na estimativa
da viabilidade polinica com o uso dos seguintes corantes: Lugol 1%, Fucsina 1%, Safranina 1%, Azul de
Astra + Fucsina 1% e Vermelho de Metila 0,5%. Para esses corantes, a viabilidade foi determinada pela
diferenciacdo de tamanho e pela capacidade de coloragéo dos gréaos de pdlen, onde foram considerados
viaveis os pélens que apresentaram tonalidades mais escuras e com tamanho maior e inviaveis aqueles
que apresentaram tonalidades mais claras e tamnho inferior aos demais. Foram avaliadas 5 laminas por
planta sendo contabilizados 150 gréos de pdlen por Iamina.

Viabilidade do pélen (%) = N°de gréos de pdlen corados x 100

N<°de graos pdlen total

Na germinagao do tubo polinico, foram distribuidos os graos de pdlen em placas de Petri com
trés repeticbes, seguindo as recomendacoes de Trabelsi (1985), as placas foram expostas a 28 °C em
cdmara de germinagdo durante 1 hora. Em média foram analisados 250 grdos de pdlen por placa
durante a germinagdo. As observagdes foram realizadas no microscépio éptico aumento de 40 X,
contabilizando os graos de pdlen germinados e 0 ndo germinados. Foram considerados como gréaos de
pbélen germinados aqueles cujo comprimento do tubo polinico tivessem ultrapassado o seu proprio
didmetro.

As meédias de pdlens viaveis e inviaveis obtidos com pelos diferentes corante e a
germinabilidade foram comparados pelo teste Tukey de X2 com probabilidade = 5% pelo programa Genes
(Cruz, 2007).

TABELA 1. Localizagdo por GPS (Sistema de Posicdo Global) de seis populagdes de Solanum
paniculatum ocorrentes em Alta Floresta — MT em 2007.

Populagao Localizagao

Pop.1 S -09%2'15.299” W -57 °55°09.345”
Pop.2 S -09%3'13.342" W -57 54'35.524”
Pop.3 S -09%52'15.299” W -57954°22.707”
Pop.4 S -09%53'54.804” W -57 °55'16.943”
Pop.5 S -09%3'00.078” W -57 °%54'28.363”
Pop.6 S -09%3'08.581” W -57 %54'26.351”
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade polinica € considerada uma medida de fertilidade masculina, determinada pela
utilizagdo de varias técnicas, na citogenética, é bastante empregada no monitoramento de pélen em
armazenamento, de maneira a garantir a fertilidade e com isso, tornar possivel o cruzamento entre
gendtipos de importancia econdmica (Souza el al., 2002).

Na avaliagdo da viabilidade do pélen com uso dos diferentes corantes foi constatado que
entre as populagdes o percentual médio foi acima de 70%, porém na popula¢édo 1 com o uso do lugol 1%
o percentual de poléns viaveis foi de 67,5% (Tabela 2) e com a fucsina 1%, foi 69,8% estes percentuais
estéo relacionados com possiveis irregularidades meibticas desta planta. Segundo Souza el al. (2002) a
viabilidade polinica é considerada alta para valores acima de 70%, esses percentuais nao causariam
danos em trabalhos de melhoramento da espécie.

Quando comparadas as médias entre as plantas dentro de cada corante, foram encontradas
diferencas significativas entre as populagdes (Tabela 2). A presenca de diferengas significativas em
diferentes populagdes dentro de uma mesma espécie sdo indicativos de que existe variabilidade genética
entre as mesmas, resultante dos fatores abibticos. As diferengcas entre os corantes dentro de cada
populagéo também foi observado, possivelmente estejam associadas com a afinidade do corante com a
exine e intine do pélen, diferenciando apenas os grdaos de pélen pela intensidade de coloragdo sem
distingdo da parede celular do protoplasma. Outros corantes como carmim propidnico e orceina acética
em diferentes concentragdes apresentam similaridade quanto ao comportamento de coloragdo dos graos
de pélen de diferentes plantas (Biondo & Battistin 2001; Battistin & Mattos, 2002; Karsburg & Battistin,
2005).

TABELA 2. Média da viabilidade do pélen de Solanum paniculatum pela coloracdo de cinco diferentes
corantes.

Azul de Astra Vermelho de

Populagées Lugol1% Fucsina 1% Safraninal% + Fucsinal®% Metila 0,5% CV%
Pop. 1 67,54 69,8 73,8 86,9 83,5™% 11,90
Pop. 2 94,97 97,4 98,1% 95,5 87,8 558
Pop. 3 95,7 92,1°* 94.3%A 96.8% 955™* 3,68
Pop. 4 94,08 94,944 92,99 94,12%°4 91,82* 1,84
Pop. 5 96,13%" 94,744 97,35 93,38 94,4 298
Pop. 6 94,08 96,18 93,42 92,954 94,81°% 241

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Com o uso do lugol 1%, o pdlen viavel foi diferenciado do inviavel pela coloracédo intensa do
protoplasma (Figura 1E) e o inviavel pela auséncia de coloragao e pelo tamanho do pélen em relacdo ao
viavel (Figura 1F). A diferenciagdo ao pélen vidvel (Figura 1A), pela fucsina 1% e safranina 1% (Figura
1G) foi realizada pela intensa coloragdo e maior tamanho em relagéo ao invidvel (Figura 1B e 1H). A
coloragao de azul de astra 1% + fucsina 1% proporcionou uma coloragéo diferencial no pélen com a

exine de coloragdo roxa e a intine azul escuro (Figura 1C e 1D).

Cc

FIGURA 1. Graos de polen diferenciados por corantes e germinagédo do tubo polinico de Solanum paniculatum L.
Observar a morfologia dos graos de poélen viaveis e invidveis com diferentes métodos de avaliagdo. Graos
de pélen corados com Lugol 1%, A) Grao de pdélen normal B) Grao de pdlen anormal. Graos de pdlen
corados com Fucsina 1% C) Grao de polen normal, D) Grao de pdélen anormal., Grédos de pélen corados
com Safranina 1%.E) Grao de p6len normal, F) Grao de pélen anormal. Graos de p6len corados com Azul
de Astra + Fucsinal%, G) Grao de pélen normal, H) Gréo de pélen anormal. Graos de pblen corados com
Vermelho Metila 0,5%, 1) Gréo de po6len normal, J) Gréo de pdélen anormal. Germinagéo do tubo polinico
no grao de pdlen, L) Tubo germinado, M) Grao de pdlen sem formagao de tubo polinico. Barra = 5um.
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Techio (2006) avaliando a viabilidade do pélen em acessos de capim-elefante, constatou que
corantes como orceina acética 1% e carmim propidnico 2% distinguiram os poléns viaveis e 0s inviaveis,
porém o Reativo de Alexander (verde malaquita + fucsina &cida) apresentou dados mais acurados pela
diferenciacdo de coloragdo. Em que o verde malaquita tem afinalidade com a celulose presente na
parede celular corando-a de verde, enquanto que o protoplasma é corado pela fucsina acida de rosa.
Desta forma, por ndo apresentarem protoplasma, os graos de pdlen abortados coram-se de verde
(Alexander, 1980). Da mesma forma que foi observado com a coloragéo de azul de astra 1% + fucsina
acidail%.

A germinagao do tubo polinico foi observada apds 40 minutos em todas as populagdoes. Na
avaliagdo da germinacao do tubo polinico dos graos de pélen (Figura 1L) na populagéo 6 foi observado o
maior percentual de germinabilidade, 34,84%, (Tabela 3) entre as populagbes avaliadas. De acordo com
Scorza & Sherman (1995) um bom pélen deve apresentar 50 a 80% de graos germinados com tubo bem
desenvolvido. Neste caso, a espécie ndo apresenta germinabilidade de qualidade para que possa ser
utilizada para programas de melhoramento ou conserva¢gdo em bancos de germoplasma. Porém este
fator pode estar relacionado a solugdo nutritiva e também ao amadurecimento irregular dos gréos de
pblen.

O carboidrato utilizado na preparagao da solugéo nutritiva proporciona o equilibrio osmaético
entre 0 pélen e o meio de cultura e fornece energia para o desenvolvimento do tubo polinico (Stanley &
Linskens, 1974). A adicdo de boro ao meio de cultura mostra respostas variaveis conforme a espécie, e
seu mecanismo de agao consistem em interagir com o agucar e formar um complexo ionizavel agucar-
borato, o qual reage mais rapidamente com as membranas celulares (Pfahler, 1967; Askin et al., 1990).

Sendo que a terceira populagao teve percentuais mais baixos comparando-a com as demais.
Estes percentuais podem estar relacionados com fatores abiéticos e niveis de desenvolvimento dos graos
de pélen. De acordo com Souza et al. (2002) a medida que o tempo avanga, a viabilidade do grao de
pélen vai diminuindo e reduzindo sua eficiéncia na fertilizacdo, apds a abertura do botao floral. Nesta
espécie no entando ndo teve-se como objetivo avaliar a viabilidade em diferentes estagios de
desenvolvimento floral e sim em pré antese.

TABELA 3. Avaliagdo da viabilidade polinica pela germinagdo do tubo polinico do grao de pélen de

Solanum paniculatum.

Germinagao Total de Poléns Pdlens viaveis%
Pop. 1 768 29,50%®
Pop. 2 783 32,30°
Pop. 3 753 16,70
Pop. 4 762 20,78°
Pop. 5 789 28,83%®
Pop. 6 765 34,84°
CV (%) 26,35

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Contudo, a eficiéncia na fertilizacéo esta relacionada tanto a viabilidade quanto a germinagao
polinica e é crucial para o sucesso no melhoramento genético, Souza el al. (2002). Os testes de
germinagcdo demonstraram um baixo indice de grédos de pdlen germinados (Tabela 3) estes resultados
podem estar relacionados a dados falso positivos quando relacionados os dados da viabilidade polinica
obtida pela coloragéo de diferentes corantes que podem apresentar coloragao intensa dos graos de pélen
pela afinidade do corante e da intine e ainda pelo depédsito de amido. Mas quando testada a
germinabilidade polinica € possivel acompanhar de forma realista 0 estado dos gametas masculinos
quanto ao tempo de crescimento e quantidade de graos de pdlen potencialmente viaveis.

CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizagdo da germinacgdo para testes de
viabilidade de pélen de Jurubeba (Solanum paniculatum L.), usando o meio e condi¢Ges descritas na
metodologia, fornece resultados mais concretos que os testes realizados com corantes. Ja observagao
baseada na coloragdo dos graos de pélen em corante superestima a porcentagem de pélens viaveis,
dando impressdo que o método de coloracdo é mais viavel. Porém este trabalho mostra ainda que é
possivel utilizar corantes como o lugol na avaliagdo da viabilidade polinica obtendo-se resultados
satisfatorios quando do uso de outros corantes.
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