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RESUMO
A mamoneira (Ricinus communis L. – Euphorbiaceae) é uma oleaginosa com alto
potencial econômico para o Brasil. A demanda pelo óleo de mamona, por parte das
indústrias, gera a necessidade de estudos com ênfase na fertilidade da espécie. O
objetivo deste trabalho foi estimar o índice meiótico, viabilidade polínica e
citoquímica dos grãos de pólen de R. communis. O índice meiótico foi estimado
através da contagem de produtos pós-meióticos corados com carmim acético 2%,
em botões florais em pré-antese. Para analisar a viabilidade polínica foram
contabilizados os grãos de pólen corados com carmim acético 2% e reativo de
Alexander, enquanto as análises citoquímicas foram realizadas com os corantes
lugol e sudan IV. A espécie R. communis apresentou índice meiótico médio de
78,30%. O valor do índice meiótico abaixo de 90% não influenciou a viabilidade
polínica. Os corantes carmim acético 2% e reativo de Alexander demonstraram uma
viabilidade de 95% e 98%, respectivamente. Esses valores são considerados altos.
O amido e o lipídio foram encontrados, através do teste colorimétrico, como sendo
as substâncias de reserva dos grãos de pólen de R. communis. Os resultados
obtidos neste trabalho, sugerem que R. communis é uma espécie reprodutivamente
estável. As informações obtidas neste estudo serão úteis no desenvolvimento e
manutenção de programas de melhoramento de R. communis.
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ESTIMATION OF POLLEN VIABILITY AND MEIOTIC INDEX IN Ricinus
communis L. BY COLORIMETRIC METHODS

ABSTRACT
Castor bean (Ricinus communis L. - Euphorbiaceae) is an oilseed with high
economic potential for Brazil. The demand for castor oil, on the part of the industries,
generates the need for studies with emphasis on the fertility of the species. The aim
of this work was to estimate the meiotic index, pollen and cytochemical viability of R.
communis pollen grains. The meiotic index was estimated by counting post-meiotic
products stained with 2% acetic carmine, in flower buds in pre-anthesis. To analyze
pollen viability, pollen grains stained with 2% acetic carmine and Alexander
reagent were counted, while cytochemical analyzes were performed with lugol and
sudan IV dyes. R. communis presented a meiotic index of 78.30%. The meiotic index
value below 90% did not influence pollen viability. Alexander
reagent  2% acetic and carmine dyes showed 95% and 98% viability, respectively.
These values are considered high. Starch and lipid were found, through the
colorimetric test, as the reserve substances of R. communis pollen grains. The
results obtained in this work suggest that R. communis is a reproductively stable
species. The information obtained in this study will be useful in the development and
maintenance of breeding programs for R. communis.
KEYWORDS: cytochemical analysis, mammon, polynic viability

INTRODUÇÃO
A mamoneira (Ricinus communis L. – Euphorbiaceae) é uma oleaginosa de

elevado valor socioeconômico e fonte de divisas para o país. Estima-se que a safra
2019/20 seja de retração na área plantada, equivalendo à diminuição de 2,1% na
área. Contudo, a previsão é que sejam cultivados 45,6 mil hectares, a colheita
prevista para o mês de maio, com expectativa de produzir 27,4 mil toneladas
(CONAB,2020).

Seus produtos e subprodutos são utilizados na indústria e na agricultura, com
perspectivas de utilização como fonte energética na produção de biocombustível. A
mamona surgiu como uma das principais matérias-primas para o biodiesel, pois seu
óleo não entra na cadeia alimentícia, como de outras oleaginosas, sendo um produto
estritamente industrial. A demanda pelo óleo de mamona, por parte das indústrias,
gera a necessidade de estudos com ênfase na fertilidade da espécie (LACERDA et
al., 2015; FIOREZE et al., 2016; CUNHA et al., 2017; DRUMOND et al., 2019).

A mamona possui na mesma inflorescência flores masculinas (amarelas),
localizadas na porção inferior da inflorescência, e flores femininas (vermelhas),
localizadas na porção superior da inflorescência (FRIEDMAN et al., 2010).
Geralmente a relação das flores é de 30% a 50% femininas e de 50% a 70%
masculinas (MORAES et al., 2015).

Sua reprodução pode acontecer por autofecundação ou por alogamia,
contudo a polinização cruzada depende de fatores genotípicos e ambientais, a
polinização ocorre através do vento. Estudos de cruzamento controlados sugerem
que a polinização cruzada é um modo frequente de reprodução e que a taxa de
alogamia natural pode ser superior a 40% (MORAES et al., 2015).

Estudo meiótico em espécie juntamente com a viabilidade polínica pode inferir
sobre o potencial de cruzamento da planta (LOVE, 1951). Para o melhoramento
vegetal a viabilidade polínica é um fator de grande relevância, pois a análise de
grãos de pólen permite verificar a potencialidade do gameta masculino na eficiência
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da sua fertilização. Sendo possível ainda obter correlações com anormalidades
meióticas, auxiliar na seleção de materiais genéticos e fazer inferências sobre a
eficiência de cruzamentos (DIEGUES et al., 2015; FLECK et al., 2015; LIMA et al.,
2018).

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo estimar o índice meiótico,
viabilidade polínica e citoquímica dos grãos de pólen de R. communis por meio de
testes colorimétricos.

MATERIAL E MÉTODOS
O trabalho foi realizado no Laboratório de Genética Vegetal e Biologia

Molecular (GenBioMol) da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto
Reyes Maldonado, Campus de Alta Floresta - MT, no ano de 2019.

Foi utilizado um mix com 15 botões florais de cada um dos dez indivíduos de
R. communis amostrados no município de Alta Floresta, MT. Os botões florais em
pré-antese foram coletados e fixados em solução de álcool absoluto: ácido acético
na proporção de 3:1 por 24 h e em seguida, transferidos para álcool 70% e
armazenados a 4 °C.

No preparo das lâminas as anteras foram retiradas com auxílio de uma pinça,
e colocadas sobre uma lâmina com uma gota do corante a ser testado. As mesmas
foram maceradas com um bastão de vidro, retirados os resíduos e em seguida
coberta com lamínula. Todas as lâminas foram observadas em microscópio óptico
em magnitude de 400X e a contagem dos grãos de pólen foi realizada pelo método
de varredura.

Para obtenção do índice meiótico (IM), foi utilizado o corante carmim acético
2% (RADFORD et al., 1974). Foram montadas 8 lâminas e contabilizados 250
produtos pós-meióticos por lâmina, totalizando 2.000 produtos pós-meióticos para a
espécie. A determinação do IM foi dada através da equação abaixo (LOVE,1949):

ℑ =[ númerototal de tétrades normais
Total de produtos pós− meióticos (mônade+díades+tríades+tétrades+ políades) ]X100

Os testes de viabilidade polínica (VP) foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado com dois tratamentos (corantes) e dez repetições. Utilizou-
se os corantes carmim acético 2% (RADFORD et al., 1974), que indica a viabilidade
do pólen pela coloração vermelha, e o reativo de Alexander (ALEXANDER, 1969)
que indica a viabilidade através da cor roxa do protoplasma. Foram montadas 10
lâminas para cada corante e contabilizados 250 grãos de pólen (viáveis e inviáveis)
por lâmina, totalizando 2.500 grãos de pólen por corante. Cada lâmina consistiu em
uma repetição. Com os dados obtidos calculou-se a porcentagem de polens viáveis
pela equação:

Viabilidade polínica (% )=(número de grãos de pólen corados
número de grãos de pólen contados )X 100

Os dados de VP foram tratados em delineamento inteiramente casualizado e
para verificar se havia diferença entre os dois corantes foram submetidos a análise
de variância e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, com auxílio do programa Genes (CRUZ, 2013).

Para a análise citoquímica foram utilizados os corantes lugol (BAKER;
BAKER, 1979), que apresenta afinidade por amido e os grãos coram na cor marrom,
e sudan IV (DAFNI, 1992) que apresenta afinidade por lipídios corando os grãos de
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pólen com a cor vermelha. Foram montadas 8 lâminas para cada corante e
contabilizados 250 grãos de pólen (viáveis e inviáveis) por lâmina, totalizando 2.000
grãos de pólen por corante.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O IM médio encontrado para R. communis foi de 78,30%. Mônades, díades,

tríades e tétrades foram observadas (Figura 1).

FIGURA 1: Produtos pós meióticos de R. communis. (A) Mônade, (B) Tríade
(C) Tétrade. Barra 10µm.

Fonte: Arquivos pessoais.

Os dois corantes utilizados para a análise da VP foram eficientes na distinção
de polens viáveis e inviáveis em R. communis (Figura 2). O carmim acético 2%
permitiu a visualização de grãos de pólen viáveis na coloração avermelhada (Figura
2A), por conta da reação do corante com o material genético presente no
citoplasma, já os inviáveis são transparentes, conforme já descrito por Pagliarini e
Pozzobon (2004). O uso do reativo de Alexander facilitou a diferenciação entre grãos
de pólen viáveis e inviáveis, já que à utilização simultânea de verde malaquita e
fucsina ácida, apresentam dupla coloração e assim, os grãos de pólen viáveis
reagem com a fucsina e se coram de púrpura, enquanto os grãos inviáveis coram-se
de verde (Figura 2B) (ALEXANDER, 1980; SOUZA et al., 2002).

FIGURA 2: Grãos de pólen viáveis (seta contínua) e inviáveis (seta pontilhada) de R.
communis. (A) Carmim acético 2%, (B) Reativo de Alexander. Barra 10µm.

Fonte: Arquivos pessoais.
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Houve diferença estatística significativa entre os valores de VP para os
corantes utilizados (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da análise de variância para a viabilidade polínica de R.
communis obtida por meio de testes colorimétricos.

Fonte de Variação GL1 Viabilidade polínica2

Corante 1 36,50**
Resíduo 18 1,57
Média 96,37

1Grau de liberdade.
2Valor do quadrado médio para a variável viabilidade polínica. **: significativo a 1%
pelo teste F.

Para o carmim acético 2% obteve-se de VP 97,9% e para o reativo de
Alexander, 95,01% (Figura 3). Esses valores são considerados altos. A VP é
considerada baixa quando está inferior a 70%, podendo acarretar problemas como a
infertilidade nas espécies, além de sugerir irregularidades meióticas provocando
diferentes graus de esterilidade (SOUZA et al., 2002). Segundo Souza et al. (2002)
quanto mais alta for a VP, mais eficiente será a fertilização da espécie, a qual é
imprescindível para a seleção de novos cultivares com características agronômicas
desejáveis.

FIGURA 3. Estimativa da viabilidade polínica da R. communis realizada com os
corantes carmim acético 2% e Reativo de Alexander.
Médias com letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O comportamento meiótico de uma planta está relacionado ao seu grau de
fertilidade e poderá refletir na viabilidade dos grãos de pólen (POZZOBON et al.,
2015; PEREIRA et al., 2017; LAVINSCKY et al., 2017; BRAGA et al., 2018).
Contudo, ainda que Love (1949) ressalte que plantas com IM inferiores a 90%
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podem ser consideradas instáveis citologicamente, na espécie estudada os valores
de IM não refletiram na VP, que foi alta, sugerindo que o IM abaixo de 90% não
interferiu na fertilidade dos indivíduos avaliados. Vargas et al. (2009) verificou que
grãos de pólen de mamona apresentaram alto percentual de VP na antese pelo
método de estimativa com o corante carmim acético 2%, o que reforça os dados
obtidos neste estudo e indicam que esta metodologia é adequada para avaliação da
VP desta espécie.

O cultivo da mamona tem considerável potencial para a economia do Brasil.
(VARGAS et al., 2009; OLIVEIRA NETO et al., 2019). Nesse sentido, há interesse
na busca por novas cultivares mais produtivas que poderão ser utilizadas na
implantação e manutenção de programas de melhoramento de R. communis pois
auxiliarão o manejo das coleções existentes com relação a escolha de pais do sexo
masculino para o estabelecimento de cruzamentos e obtenção de cultivares
interessantes para a produção de biodiesel. O processo de obtenção de novas
variedades inclui técnicas de cruzamentos entre plantas, onde a VP é indispensável
para a eficiência dos cruzamentos controlados durante as fases de seleção (CAMPO
DALL'ORTO et al., 1984; RAMOS et al., 2017; JESUS et al., 2018). Nesse sentido,
os conhecimentos de técnicas de avaliação da fertilidade masculina, como as
descritas neste estudo, podem ser de grande valia no desenvolvimento de
programas de melhoramento da mamona.

Os corantes lugol e sudan IV (BAKER; BAKER, 1979 DAFNI, 1992) revelaram
que os grãos de pólen de R. communis possuem amido e lipídios como substâncias
de reserva, sendo que 97% dos grãos de pólen apresentaram-se como amido
positivo e 98,7% como lipídios positivo (Figura 4). Esses corantes são amplamente
utilizados para detectar as substâncias de reserva dos grãos de pólen em diversas
espécies (OLIVEIRA; PIERRE, 2018; QUEIROZ et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

FIGURA 4: Análise citoquímica em grãos de pólen de R. communis. (A) Sudan IV:
grão de pólen lipídio positivo (seta contínua), grão de pólen lipídio negativo (seta
pontilhada). (B) Lugol: grão de pólen amido positivo (seta contínua), grão de pólen
amido negativo (seta pontilhada). Barra 10µm.

Fonte: Arquivos pessoais.

A presença de amido como substância de reserva em grãos de pólen é
importante pois pode estar relacionada com a manutenção da viabilidade do grão de
pólen, já que essa molécula é totalmente ou parcialmente convertido em glicose,
frutose, sacarose e pectinas aumentando a resistência dos grãos de pólen em
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ambientes hostis, bem como auxiliam na germinação do tubo polínico (PACINI et al.,
2006).

 Os lipídios são importantes para a fertilização de plantas, pois sua presença
está relacionada a garantia de adesão dos grãos de pólen à antera e ao estigma,
além disso, os lipídios protegem os grãos de pólen da perda de água, da radiação
UV e os mantém unidos durante o transporte (PACINI; HESSE 2005).

CONCLUSÃO
A espécie R. communis apresenta índice meiótico de 78,30%, e a viabilidade

polínica de 95% e 98% testada com carmim acético 2% e o reativo de Alexander,
respectivamente. Esses valores sugerem estabilidade e regularidade meiótica
refletida nos valores do IM e da VP. Tanto o carmim acético 2% quanto o reativo de
Alexander são indicados para a avaliação colorimétrica da viabilidade polínica de R.
communis. O amido e o lipídio foram encontrados como sendo as substâncias de
reserva na R. communis, através dos testes colorimétricos.
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