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RESUMO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) pertence a familia Malvaceae. O presente estudo
objetivou avaliar a viabilidade polinica de sete genétipos de Theobroma cacao L.
Para estimativa da viabilidade polinica, botdes florais em pré-antese e antese foram
coletados e fixados em carnoy, e posteriormente transferidos para alcool 70%. e
armazenados a 4T até uso posterior. Testes de viabilidade foram realizados
utilizando os corantes carmim acético e lugol. Para comparar as médias de
viabilidade entre os gendtipos e as medias submetidas a analise de variancia pelo
teste de tukey a 5% de significancia. Na avaliacdo da viabilidade dos polens
advindos dos botdes florais em pré-antese ndo houve diferenca significativa entre os
genodtipos e nem entre 0s corantes, apresentando uma média de viabilidade acima
de 95% na estimativa com os dois corantes. Enquanto que nos polens das flores em
antese os dois corantes revelaram diferencas significativas entre os genoétipos,
porém com viabilidade acima de 70% para 0os mesmos, com uma média acima de
80% nos dois corantes. Observou-se também diferencas significativas para a
viabilidade polinica em relacdo aos estadios de desenvolvimento da flor, para alguns
dos gendtipos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Cacau; Polen; Carmim Acético 2%; Lugol.

ESTIMATE POLLEN VIABILITY IN ACCESS OF Theobroma cacao L. BASED
CALORIMETER TESTING

ABSTRACT
The cacao (Theobroma cacao L.) belongs the Malvace family. This study objectived
to assess pollen viability from seven genotypes of Theobroma cacao L. For
estimation of pollen viability, pre-anthesis flower button and anthesis was colected
and fixed in carnoy, after transferred for ethanol 70% and stored at 4°C until further
use. Viability tests were made with acetic carmim and lugol. The average was
subjected to analysis of variance by tukey test at 5% of significance. In the avaliation
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of pollen viability form pre-anthesis flowers buttons not have significant difference
between the genotypes and dyes with viability mid above of 95% estimated with the
twos dyes. While in the flowers pollen in athesis, the dyes reveled significant
differences between the genotypes, but with viability above 70% for the same, with
mid above of 80%. Observed significant differents for pollinic viability from differents
stages of flower development, for some genotypes.

KEYWORDS: Cocoa; Pollen; 2% Acetic Carmim; Lugol.

INTRODUGCAO

O cacaueiro pertence a ordem Malvales, familia Malvaceae, género
Theobroma, espécie Theobroma cacao L., € originario da América do Sul,
provavelmente das Bacias dos rios Amazonas e Orinoco (AFOAKWA, 2010;
OETTERER, 2006). A espécie é utilizada comercialmente para a producdo de
chocolate. Os astecas e outros grupos de lingua nahuatl denominavam o cacaueiro
de “cacaohoaquahuitl”, os frutos de “cachocentli” e suas sementes de “cacaoatl”,
nome utilizado atualmente para a espécie. Em 1737, Lineu denomina o género de
Theobroma, que significa alimento dos deuses, em referéncia a origem divina
atribuida ao cacaueiro pelos povos mesoamericanos (LOPES et al., 2011; EFRAIM,
2009).

Segundo PARENTE (2010), o cacau é uma planta que atinge entre 5 e 8
metros de altura e 4 a 6 metros de diametro de copa, em florestas pode alcancar até
20 metros de altura. Os frutos estdo sustentados por pedunculos lenhosos, tendo
coloracdo que varia entre verde e amarelo ou roxo e laranja. Um fruto contém de 30
a 40 sementes, com formato elipsoide ou ovoide medindo 2 a 3 cm de comprimento.

O Brasil, até a chegada da vassoura de bruxa (Moniliophtora perniciosa) em
1989, era o segundo maior produtor de cacau do mundo caindo para a quinta
posicdo, responsavel por 4% do total mundial depois do aparecimento desta doenca.
A Bahia ainda € o maior produtor de cacau no Brasil, com 64% do total produzido,
seguido por Para (25%), Rondobnia (8%) e Espirito Santo (3%) (MARTINI, 2004,
LOPES et al., 2011).

O cacau foi introduzido na Bahia com sementes do Baixo Amazonas em
1756. Por mais de dois séculos, os agricultores plantaram sementes destas
introducdes iniciais (Cacau Comum). Em 1940 e 1950 as primeiras selecdes foram
feitas por parte das instituicbes de pesquisa, ou seja, o ICB (Instituto do Cacau da
Bahia), SIAL (Estacao Instituto Agronémico do Leste) e EEG (Estacdo Experimental
de Goitacazes) que foram liberadas aos agricultores (LOPES et al., 2011). Com a
criacdo da Comissdo Executiva Comissdo do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC), o foco foi voltado para a producado de hibridos interclonais, e a execucao
de um programa de coleta e conservacao de recursos geneéticos, estabelecendo
colecbes de germoplasma que tem como principal finalidade preservar a diversidade
natural de T. cacao, dispersa na Amazbnia e selecionar genotipos mais
interessantes, principalmente quanto ao aspecto de resisténcia a doengas,
assegurando a disponibilizacdo de uma ampla base genética aos melhoristas
(MAFRA et al., 2012).

O desenvolvimento de trabalhos de coleta, conservacdo e avaliacdo de
germoplasma de cacau permitem o conhecimento da variabilidade genética do
material e sua utilizacdo em programas de melhoramento genético (KOBAYASHI et
al., 2001).

Os programas de melhoramento vegetal estdo fundamentados na obtencédo
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de cultivares superiores, a partir do potencial reprodutivo dos gametas e da
manipulacdo da variabilidade genética existente no germoplasma de determinada
espécie. Dentre os fatores responsaveis pelo sucesso desses programas destaca-se
a selecdo de gendtipos e os cruzamentos cuja eficacia depende diretamente da
viabilidade do pélen (TECHIO et al., 2006). A viabilidade polinica € um dos fatores
que tém influencia direta sobre o sucesso da fertilizag&o.

De acordo com DAFNI (1992), a avaliacdo da viabilidade do grédo de pdlen é
fator primario para que ele venha a ter oportunidade de germinar no estigma da flor,
sendo um estadio decisivo a fertilizacdo. Essa avaliacdo pode ser realizada com
base em parametros citologicos, como a reacdo a corantes. Os métodos
colorimétricos utilizam corantes quimicos especificos que reagem com componentes
celulares presentes nos graos de pdlen maduro, como por exemplo, o lugol e o
carmim acético (PAGLIARINI & POZZOBON, 2004).

A fertilidade do pdlen nos individuos utilizados como progenitores masculinos
em experimentos de polinizagdes, visando a producdo de sementes, como 0
trabalho que € desenvolvido pela CEPLAC com o Theobroma cacao, é de grande
importancia, pois a esterilidade do pdlen ou mesmo a baixa fertilidade sdo fatores
negativos para a hibridagao artificial ou autofecundagéao.

Devido a importancia da fertiidade masculina nos gendétipos de T. cacao
utilizados pela CEPLAC na producao de sementes, este trabalho objetivou avaliar a
viabilidade polinica de sete acessos de cacau com a utilizacdo de dois diferentes
testes calorimétricos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de grdos de pdlen de sete acessos de T. cacao
de diferentes origens conforme Tabela 1, obtidos no campo de producdo de
sementes da CEPLAC (Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira)
Estacdo Experimental Ariosto da Riva em Alta Floresta — MT.

TABELA 1. Relacdo dos sete acessos utilizados neste estudo, com as respectivas
identificacbes e origens.

ACESSOS IDENTIFICA(;AO ORIGEM
ICS1 Imperial College Selection 1 Trinidade
MA15 Manaus 15 Brasil

SIAL505 Selecéo do Instituto Agronémico do Leste 505 Brasil
CAB0028  Cacau da Amazobnia Brasileira Brasil
SCA6 Scavina Equador
MO1 Mocorongo 1 Brasil
PA121 Parinari 121 Peru

O material vegetal foi coletado em cada acesso em dois estadios de
desenvolvimento fisioldgico: botbes florais em pré-antese (BF) e flores abertas (FA).
O material foi fixado em solucéo carnoy, mantidos em temperatura ambiente por 24
horas, posteriormente transferido para alcool 70% e armazenado em geladeira até
uso posterior.

Os testes de viabilidade polinica foram realizados utilizando dois diferentes
corantes: carmim acético 2% (KEARNS & INOUYE, 1993), que indica a viabilidade
do pdlen pela coloracdo vermelha e lugol (DAFINI, 1992) que indica a viabilidade
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pela coloracdo marrom. A estimativa da viabilidade dos polens foi comparada com
base na reacao de coloragdo de dois corantes nos dois estadios de desenvolvimento
fisiologico (BF e FA).

Foram preparadas cinco laminas de cada genétipo para cada corante, sendo
contabilizados, pelo método de varredura, sob microscopio foténico binocular com
lente objetiva de 40x (BEL Fhotonics e Primo Star Zeiss) 300 grdos de polen por
lamina, totalizando 1.500 graos de podlen por genétipo avaliado. Com os dados
obtidos em cada gendtipo, calculou-se a porcentagem de poélens viaveis pela
equacao:

Viabilidade do podlen (%) = N° de graos corados / N° de grédos contados * 100

Para comparar as médias entre os acessos dentro de cada corante e analisar
as diferengas entre os corantes e entre os estadios de desenvolvimento fisiolégico,
os resultados foram submetidos a uma analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05). As
analises foram realizadas pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dois corantes utilizados foram capazes de distinguir os pélens viaveis dos
invidveis de T. cacao, conforme demonstrado na Figura 01. Constatou-se neste
estudo que o corante lugol apresentou uma melhor distingéo, pela diferenciacéo de
coloracdo, entre pdlens viaveis e inviaveis quando comparado com a coloracdo
resultante do carmim acético. A coloracdo com lugol baseia-se em uma reacao
guimica que acontece entre o iodo e a molécula de amido, dando aos graos de
pélen vidveis uma coloracdo marrom e aos inviaveis, devido a auséncia de amido,
uma coloracdo amarela-clara e sdo transparentes. E indicado para espécies cujo
material de reserva do gréo de pdlen é o amido (PAGLIARINI & POZZOBON, 2004),
assim pode-se concluir que a reserva do grao de pélen de cacau é o amido.

FIGURA 1: Polens viaveis e inviaveis de T. cacao. A) Testes com o
lugol; B) Testes com o carmim acético 2%. V=Viavel e |=
Inviavel. Barra = 40 um.

Na tabela 2 estdo sumariados os resultados médios da viabilidade polinica
por acesso para o teste com o corante carmim acético 2%. Os polens advindos dos
botdes florais ndo apresentaram diferencas estatisticas, quando comparados entre
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0S acessos, enquanto que nas flores abertas, para este mesmo corante, a média da
viabilidade polinica apresentou diferenca estatistica significativa entre os acessos,
sendo que o acesso MOOQO1 apresentou a menor viabilidade (72,6%) e 0 acesso
PA121 a maior viabilidade (92,9%), as quais sdo consideradas altas. JUSTOt al.
(2008) realizando uma analise da viabilidade do polen de cultivares de mamona
(Ricinus communis L.), com o0s corantes carmim acético 2% também encontrou alta
viabilidade polinica, assim como KIYOSHI et al. (2012) ao avaliar Waseoba, NUNES
et al. (2012) e TECHIO et al. (2010) ao analisarem L. multiflorum. Quando a média
da viabilidade foi comparada entre os dois estadios fisioldgicos de desenvolvimento,
0S acessos apresentaram maior média de viabilidade polinica no estadio de botéo
floral em relacéo ao estadio de flores abertas, apenas as médias do acesso PA121
ndo diferiram estatisticamente entre os dois estadios.

TABELA 2: Média da viabilidade do pélen pela coloragdo com o corante carmim acético
2% em botdes florais (BF) e flores abertas (FA) de Theobroma cacao.

ACESSOS B_o,t(")e_s florais _ F!ore_s abertas _
Polens Viaveis % Média Polens Viaveis % Média
ICS1 1400 93,33 Aa 1151 76,73 BCDb
MA15 1355 90,33 Aa 1127 75,13 CDb
SIAL505 1422 94,80 Aa 1269 84,60 ABCDb
SCA06 1473 98,20 Aa 1306 87,07 BCDb
CAB0028 1445 96,33 Aa 1322 88,13 ABb
MOO01 1446 96,40 Aa 1089 72,60 Db
PA121 1459 97,27 Aa 1394 92,93 Aa
Média 1423,5 95,24 1210,67 82,46

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha néao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No teste com o corante lugol ndo houve diferenca estatistica significativa
entre as médias de viabilidade polinica dos acessos no estadio de botdo floral,
engquanto que no estadio de flores abertas as médias apresentaram diferencas entre
0S acessos, sendo que o0 gendtipo ICS1 apresentou a menor média (72,8%).A
viabilidade do polen pode variar consideravelmente entre individuos de uma espécie
e entre amostras de um mesmo individuo (NETO et al., 2006). Quando as médias de
viabilidade do podlen foram comparadas entre os dois estadios de desenvolvimento
apenas dois acessos apresentaram diferencas estatisticas o ICS1 e o PA121
(Tabela 3).

TABELA 3: Média da viabilidade do poélen pela coloracdo com o lugol em botdes florais
(BF) e flores abertas (FA) de Theobroma cacao

ACESSOS Botdes florais Flores abertas

Polens Viaveis % Média Polens Viaveis % Média
ICS1 1409 93,93 Aa 1092 72,80 Bb
MA15 1358 92,80 Aa 1392 90,53 Aa
SIAL505 1448 96,53 Aa 1313 87,53 Aa
SCA06 1448 96,53 Aa 1361 90,73 Aa
CABO0028 1419 94,60 Aa 1395 93,00 Aa
MOO01 1437 95,80 Aa 1339 89,27 Aa
PA121 1444 96,27 Aa 1232 82,13 ABb

Média 1423,29 95,21 1303,43 86,57

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Observou-se diferencas significativas para a viabilidade polinica em relacéo
aos estadios de desenvolvimento da flor, para alguns genétipos nos dois testes
(Tabela 2 e 3). A perda da viabilidade polinica em funcédo do tempo apds a abertura
da flor foi também observada por SOUZA et al. (2002), em maracuja amarelo
utilizando-se de analise histoquimica (solucéo de Alexander e lugol).

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados médios de viabilidade polinica da
comparagaio entre os corantes carmim acético 2% e o lugol. E possivel verificar que
ndo houve diferenca significativa entre os corantes em nenhum dos dois estadios de
desenvolvimento fisioldégico, porém observa-se uma maior viabilidade polinica nos
polens advindos dos botdes florais para o carmim acético e lugol (95,24% e 95,21%
respectivamente) em comparacdo com as medias das flores abertas (82,46% e
86,57% respectivamente).

Mesmo os pélens das flores, que tiveram uma meédia inferior, apresentaram
uma viabilidade polinica acima de 70% para todos 0s acessos, com uma média
acima de 80% nos dois corantes (Tabela 4), podendo entédo a viabilidade dos polens
ser considerada alta para os botdes e para as flores, tanto com o carmim quanto
com o lugol, pois segundo SOUZA et al. (2002) a viabilidade polinica € considerada
alta para valores acima de 70%. Esses percentuais encontrados ndo causariam
danos em trabalhos de melhoramento da espécie T. cacao que utilizarem esses
acessos no cruzamento, uma vez que a viabilidade polinica é considerada uma
medida de fertilidade masculina.

TABELA 4: Resultado da comparacdo da estimativa da viabilidade polinica de T.
cacao entre 0s corantes carmim acético 2% e o lugol nos dois estadios de
desenvolvimento fisiolégico da flor

Estadio Gréos de N° de Gréos de % Média por
Corante Fisioloégico | poélen viaveis | pélen observados corante
Carmim Acético BF 10000 10500 95,24 A
Lugol BF 9963 10500 95,21 A
Carmim Acético FA 8658 10500 82,46 B
Lugol FA 9124 10500 86,57 B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A viabilidade dos polens dos botdes ndo apresentou diferenca estatistica
significativa quando comparada entre corantes, sendo que todos os genétipos
apresentaram uma viabilidade acima de 90% (Figura 2).

Os gréos de polens das flores abertas dos genétipos MA15, MOO0O1 e o PA121
apresentaram diferencas estatisticas significativas quanto a viabilidade quando
comparados entre os corantes (Figura 3).
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FIGURA 2: Representacao grafica da viabilidade dos polens dos botées fechados nos
sete acessos de T. Cacao estimada com os dois os dois corantes:
carmim e lugol.Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 03: Representacdo grafica da viabilidade dos polens das flores
abertas nos sete acessos de T. Cacao estimada com o0s
dois os dois corantes: carmim e lugol. Médias seguidas pela
mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES

Os corantes carmim acético 2% e lugol foram capazes de distinguir com
seguranca os pélens de T. cacao viaveis dos inviadveis. Os gendtipos utilizados neste
estudo apresentaram uma taxa de viabilidade polinica alta, independente do corante
utilizado. Observou-se diferencas significativas para a viabilidade polinica em
relacdo aos estadios de desenvolvimento da flor para alguns genétipos, sendo
nestes o botéo floral superior a flor.
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