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Análise da viabilidade polínica na avaliação e seleção 
de genótipos de Capsicum spp. para o melhoramento 
genético

Marisa Toniolo Pozzobon1

Sileuza dos Santos2

Luis Alberto Martins Palhares de Melo3

Sabrina Isabel Costa de Carvalho4

Cláudia Silva da Costa Ribeiro5

Resumo – A análise da viabilidade polínica de genótipos de Capsicum chi-
nense Jacq. e C. frutescens L. foi feita visando auxiliar na seleção daque-
les potencialmente férteis para o programa de melhoramento genético da 
Embrapa Hortaliças, Brasília, DF. Para isso, grãos de pólen maduros foram 
corados com orceína acética 2% e a viabilidade polínica estimada através da 
porcentagem de grãos bem formados e bem corados, que foram considera-
dos viáveis. O teste colorimétrico mostrou ser um método simples e eficaz na 
distinção dos genótipos para a viabilidade polínica das espécies analisadas, 
confirmando a esterilidade da planta 47 da população F2 CNPH 40.490, de C. 
chinense, incluída neste estudo pelo não pegamento dos frutos de flores que 
foram autofecundadas e também por não apresentar frutos sob condições de 
polinização aberta. Para C. frutescens foi, também, calculado o índice meió-
tico a partir da análise das tétrades de micrósporos.  Plantas dos genótipos 
CNPH 3821 e CNPH 4195 com maior número de irregularidades observadas 
nas tétrades, possivelmente um reflexo do comportamento ao longo de todo 
o processo meiótico, foram as que apresentaram menor viabilidade do pólen. 
A análise estatística corrobora com os dados citológicos.  

Termos para indexação: Capsicum chinense, C. frutescens, citogenética, 
coloração do pólen, índice meiótico.
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Pollen viability in the evaluation and selection of Capsicum spp. geno-
types for breeding

Abstract – The analysis of the pollen viability of Capsicum chinense Jacq. 
and C. frutescens L. genotypes was used to assist in the selection of those 
potentially fertile for the Embrapa Hortaliças, Brasília, DF breeding program. 
Mature pollen grains were stained with 2% acetic orcein and the pollen vi-
ability estimated by the percentage of well-formed and well-stained grains, 
which were considered viable. The colorimetric test showed to be a simple 
and efficient method to distinguish the genotypes for the pollen viability of the 
analyzed species, confirming the sterility of plant 47 of the F2 CNPH 40.490 
population of C. chinense included in this study due to the unsuccessful fruit 
set of self fertilized flowers and for lack of fruit under open pollinated condi-
tions. For C. frutescens, the meiotic index was also calculated from the anal-
ysis of the microspore tetrads. Plants with the highest number of irregularities 
observed in the tetrads, possibly a reflection of the behavior throughout the 
meiotic process, were the ones that presented the lowest viability of the pol-
len. Statistical analysis corroborates with cytological data. 

Index terms: Capsicum chinense, C. frutescens, cytogenetics, meiotic index, 
pollen coloration.
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Introdução
O intercâmbio e coletas de germoplasma possibilitaram enriquecimento 

do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Hortaliças, Brasília - DF, com 
genótipos de diversas espécies de pimenta, em especial Capsicum chinen-
se e C. frutescens. Estudos realizados a partir desses materiais envolvem a 
caracterização morfológica, a multiplicação, a seleção de genótipos com ca-
racterísticas de interesse para o programa de melhoramento e o subsequente 
uso no desenvolvimento de novas cultivares de pimentas Capsicum spp. que 
atendam a diferentes segmentos da cadeia produtiva (Reifschneider et al., 
2016). Durante essas etapas, a instabilidade genética em alguns genótipos 
tem sido observada por meio de variação fenotípica acentuada, incluindo a 
não formação de frutos ou produção de sementes.

A seleção de genótipos e a manipulação genética do germoplasma de 
determinada espécie por meio de cruzamentos visando à criação de novas 
populações e autofecundações de indivíduos selecionados para o avanço no 
processo de melhoramento são dependentes da viabilidade polínica (Techio 
et al., 2006). De acordo com Dafni (1992), a viabilidade do grão do pólen é o 
fator primário para que o mesmo tenha a oportunidade de germinar no estig-
ma da flor, sendo este um estádio decisivo à fertilização e, consequentemen-
te, ao desenvolvimento de frutos e de sementes.

Associada a aspectos citológicos, a fertilidade dos grãos de pólen pode 
variar dentro e entre populações de plantas e ser um reflexo da ocorrência 
de irregularidades meióticas (Pagliarini, 2000; Ranjhbar et al., 2011; Kumar 
et al., 2016). Fatores ambientais e características genéticas, incluindo mor-
fologia do pólen, crescimento do tubo polínico, viabilidade e capacidade ger-
minativa, também podem influenciar a qualidade do pólen expressa como 
viabilidade e germinabilidade (Criollo-Escobar; Domingues, 2018).

Existem diferentes métodos para avaliar a viabilidade do pólen; alguns 
como os testes colorimétricos utilizam corantes químicos específicos, que 
reagem com componentes celulares presentes no grão de pólen maduro, 
fornecendo uma estimativa da viabilidade dos grãos de pólen (Techio et al., 
2006; Buta et al., 2015). Embora esses testes tendam, em alguns casos, a 
superestimar a viabilidade e germinação real dos grãos de pólen, tem como 
vantagem a simplicidade e rapidez quando comparados com a germinação 
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do pólen e outros. Assim, este trabalho teve por objetivo a análise citológica 
de grãos de pólen de diferentes genótipos, por meio de coloração com orceí-
na acética 2%, visando estudar a sua viabilidade e possíveis anormalidades 
que possam refletir na fertilidade de plantas selecionadas pelo programa de 
melhoramento, informações imprescindíveis para o uso e conservação do 
germoplasma.

Material e Métodos
Botões florais de diferentes genótipos de C. chinense e C. frutescens fo-

ram coletados de plantas mantidas em telado na Embrapa Hortaliças, DF, em 
maio de 2016. Um único indivíduo foi analisado para cada genótipo.

Capsicum chinense: genótipos CNPH 40.001 planta 1 e CNPH 4337 plan-
ta 4, que são parentais da população criada para a identificação de genes 
associados à característica “fácil abscisão de frutos”; os híbridos F1 CNPH 
40.491 (CNPH 40.001 planta 1 x CNPH 4337 planta 4), CNPH 40.492 (CNPH 
4337 planta 4 x CNPH 40.001 planta 1) e CNPH 40.490 planta 47 (segre-
gante da população F2 CNPH 40.490 obtida da autopolinização de CNPH 
40.491). A planta 47 da população (F2) CNPH 40.490 chamou a atenção pelo 
não pegamento de frutos sob condições de autopolinização e, também, pela 
não produção de frutos sob polinização aberta. No período em que as plantas 
da população CNPH 40.490 foram conduzidas em telado (dezembro de 2015 
a maio de 2016), as temperaturas máximas, praticamente durante todo o seu 
ciclo vegetativo, inclusive na fase reprodutiva, variaram de 25oC a 40oC.

Capsicum frutescens: genótipos de Malagueta da região Norte: CNPH 
4184, CNPH 4195; região Nordeste: CNPH 3821, CNPH 3944 (Tabasco); 
material comercial: CNPH 4278, CNPH 4278 B (segregante).

Para a análise da viabilidade foi realizado o seguinte procedimento: para 
cada genótipo de C. chinense e de C. frutescens foram obtidas cinco repe-
tições (cinco flores) por planta, onde foram avaliados, através de teste de 
coloração, 500 grãos de pólen por flor, totalizando 2500 grãos. Conforme 
Pozzobon et al. (2015), os botões florais foram fixados em solução contendo 
etanol e ácido acético (3:1 v/v) por 24 horas em temperatura ambiente, e 
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estocados sob refrigeração em álcool a 70% até a análise. Anteras foram 
maceradas e coradas com orceína acética a 2%. Grãos de pólen com nú-
cleos corados foram classificados como viável, enquanto o pólen vazio com 
citoplasma não corado ou pouco corado como não viável (Figura 1).

Para C. frutescens, foram também analisadas as tétrades para o cálculo 
do índice meiótico (IM), de acordo com Love (1949).

 Figura 1. Grãos de pólen corados e um vazio (escala: 10µm). 

 Neste estudo, a variável resposta refere-se à viabilidade polínica ou 
não (Y = viabilidade polínica). Y é, portanto, uma variável resposta dicotômica 
(viável / não viável). Assim, a técnica estatística mais adequada para a análi-
se de dados em questão é a regressão logística, um típico modelo linear ge-
neralizado (GLM) sendo, portanto utilizada na análise dos dados da amostra.
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Resultados e Discussão
 Os resultados da análise da estimativa da viabilidade mostram que as 
plantas avaliadas dos genótipos de C. chinense CNPH 40.001 e CNPH 4337 
apresentaram em média 74% de polens viáveis. Enquanto que os híbridos 
F1 CNPH 40.491 e CNPH 40.492 mostraram viabilidade polínica um pouco 
superior, 79 e 85%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios percentuais de grãos de pólen viáveis (por flor e 
média por planta), para diferentes genótipos de Capsicum chinense.

 O modelo GLM de regressão logística testado que melhor acomodou 
os dados de C. chinense foi o modelo “reduzido” Y ~ 1 com família quasibinomial 
e função de ligação logit. Isto significa que os percentuais de viabilidade dos 
genótipos de C. chinense analisados são similares entre si ou, em outras 
palavras, existe evidência estatística de que o “poder de viabilidade” dos 
polens é o mesmo para estes acessos analisados.

 Os relatos existentes para C. chinense é de uma viabilidade 
relativamente alta, acima de 80%, e normalmente associada à regularidade 
meiótica (Souza et al., 2011; 2012; Pozzobon et al., 2011, 2015). 

 Considerando os resultados obtidos para os parentais (CNPH 40.001 
e CNPH 4337), a quantidade de pólen viável foi satisfatória para permitir 
o êxito nos cruzamentos, que resultou na obtenção de híbridos F1 viáveis. 
Assim como, o percentual de viabilidade polínica observado foi suficiente para 
o avanço de geração e a obtenção da população F2 CNPH 40.490, criada 
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para o mapeamento genético da característica “fácil abscisão de frutos”, com 
exceção da planta 47. Na análise das anteras da planta 47 de CNPH 40.490 
(F2), foi constatada a degeneração dos grãos de pólen, anteras praticamente 
vazias (Figura 2A) em comparação com uma antera normal (Figura 2B). Esse 
genótipo não foi considerado para a análise estatística dos dados.

Figura 2. A) Capsicum chinense (CNPH 40.490 planta 47), corte transversal de antera estéril. 
Setas indicam sacos polínicos ou microsporângios com degeneração dos meiócitos. B) C. 
frutescens (CNPH 4278), antera normal. Grãos de pólen (seta).

 De acordo com Müntzing (1938), diferenças na estrutura dos 
cromossomos tornam-se aparentes em espécies autoférteis somente após 
a hibridação intraespecífica e é provável que essas diferenças influenciem 
o gametófito masculino causando esterilidade ou indução de crescimento 
anormal do tubo polínico.

 Estudos mostram que a ação dos genes para macho esterilidade 
pode ocorrer em estádios diferenciados do desenvolvimento do pólen, isto 
é, durante o processo meiótico, na formação de tétrade de micrósporos, na 
liberação dos micrósporos da parede de calose que envolve a tétrade ou 
no momento do estádio de micrósporo vacuolizado (Novák; Betlach, 1970; 
Tomlekova et al., 2014). Como resultado, as plantas são incapazes de formar 
pólen funcionalmente ativo ou o pólen se desenvolve normalmente, mas não 
ocorre a fertilização. Por outro lado, temperaturas extremas, acima de 36oC, 
podem influenciar a viabilidade do pólen em várias espécies, inclusive em 
Capsicum spp. (Kafizadeh et al., 2008; Gajanayake et al., 2011; Paupière et 
al., 2014). Diferenças genotípicas em tolerância/suscetibilidade a estresse 
de calor entre genótipos de pimentas, associadas à viabilidade de pólen e ao 
comprimento de tubo polínico, foram relatadas por Usman et al. (2014).

 Como as plantas da população F2 CNPH 40.490 foram submetidas 
a temperaturas elevadas durante o seu ciclo produtivo, pode-se especular 
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que a obtenção de sementes (autofecundadas ou polinização aberta) nessas 
condições pode levar à seleção de plantas mais adaptadas a condições de 
estresse de calor.

 O resultado da análise da viabilidade do pólen da planta 47 da 
população CNPH 40.490 mostra a necessidade de estudos citológicos que 
contemplem a análise das diferentes fases da meiose e seus produtos finais, 
a análise da germinação do pólen in vitro, estudos anatômicos das anteras, 
além de estudos da progênie, para que se conclua sobre a esterilidade desse 
material.

 Para C. frutescens, os resultados da análise da estimativa da 
viabilidade estão apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios percentuais de grãos de pólen viáveis (por flor e 
média por planta) para diferentes genótipos de C. frutescens.

 O modelo GLM de regressão logística testado que melhor acomodou 
os dados de C. frutescens foi o modelo Y ~ G com família quasibinomial e 
função de ligação logit onde G indica que, de fato, o genótipo representou 
uma variável explicativa da variável resposta viabilidade (Y).

 Desta forma, para C. frutescens foram realizadas comparações 
múltiplas de Tukey entre os genótipos ao nível de significância de 5%. Os 
resultados estão apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Comparações múltiplas de viabilidade entre genótipos de C. frutescens. Letras 
diferentes indicam diferenças no percentual de viabilidade ao nível de significância de 5%.

 O genótipo CNPH 3821 foi identificado como o mais discrepante 
dentre os 103 acessos avaliados da coleção de C. frutescens mantida no 
BAG Capsicum da Embrapa Hortaliças, principalmente quanto ao formato 
dos frutos, único com ponta afundada, sendo que os demais acessos dessa 
espécie apresentaram formato da ponta do fruto pontiagudo (Carvalho et al., 
2017). O mesmo genótipo apresentou baixo índice meiótico (51%) e menor 
porcentagem de grão de pólen viável (64%).

 O genótipo CNPH 4195, apresentou índice meiótico baixo (42%) , 
embora tenha apresentado uma viabilidade média de pólen de 75%. Muitas 
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anormalidades que afetam a fertilidade ou causam esterilidade masculina 
podem ser detectadas durante a avaliação do comportamento meiótico. As 
tétrades, nesses dois casos, apresentaram irregularidades decorrentes da 
presença de micronúcleos e núcleos variados observados em telófase II e, 
consequentemente, grãos de pólen mal formados, não corados ou vazios. 
Tais irregularidades foram relatadas anteriormente para diferentes genótipos 
de Capsicum spp. (Pozzobon et al. 2011, 2015).

 Os demais genótipos, CNPH 3944, CNPH 4184, CNPH 4278 B e 
CNPH 4278, apresentaram índices meióticos de 98%, 100%, 100% e 99%, 
respectivamente.  Os mesmos com viabilidade de pólen (Tabela 2) acima de 
85% e, portanto, meioticamente estáveis e aptos para uso em programa de 
melhoramento genético.

 Em síntese, os resultados da análise estatística corroboram os 
achados na avaliação citológica e mostram variabilidade entre genótipos 
de C. chinense e C. frutescens disponível no Banco Ativo de Germoplasma 
da Embrapa Hortaliças. A caracterização citológica permite inferir sobre a 
fertilidade do pólen em germoplasma de interesse, auxiliando na seleção de 
genótipos viáveis, com potencial para uso em novas combinações híbridas e/
ou autofecundações para avanço de gerações, visando à obtenção de novas 
cultivares.
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