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Resumo — 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 etanol:acido acético (3:1), e posteriormente transferido
para alcool 70%. A coloracdo dos graos de pdlen foi realizada utilizando os corantes carmim
acético e lugol. Na avaliacdo da viabilidade dos polens advindos dos botdes florais em pré-
antese ndo houve diferenca significativa entre os gendtipos e nem entre os 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 genotipos, porém com viabilidade acima de 70% para 0S 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; Pélen; Carmim Acético 2%; Lugol.

Abstract - This present 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 ethanol:acid acetic (3:1), and after transferred for ethanol
70%. The coloration of pollen grains was performed using the dyes acetic carmim and lugol.
In the avaliation 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.
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Theobroma cacao L. (cacaueiro) pertence a familia Malvaceae e se encontra
distribuido naturalmente na Floresta Amazénica, apresenta importancia econémica
no mundo todo, sendo a matéria prima para a fabricacdo do chocolate (SANTOS,
2003). As populacdes de cacau ao longo da sua distribuicdo natural na Amazoénia
brasileira apresentam ampla variabilidade genética. O desenvolvimento de trabalhos
de coleta, conservacdo e avaliacdo de germoplasma permitem o conhecimento
desta variabilidade e sua utilizagdo em programas de melhoramento genético
(KOBAYASHI et al., 2001).

Os programas de melhoramento vegetal estdao fundamentados na obtencgéo de
cultivares superiores, a partir do potencial reprodutivo dos gametas e da
manipulagdo 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 efichcia depende diretamente da
viabilidade do polen (TECHIO et al., 2006).

Informacdes sobre a viabilidade polinica sdo fundamentais para os estudos da
biologia reprodutiva de espécies vegetais, permitindo a comprovacdo e o0
entendimento de resultados decorrentes de determinados cruzamentos (DAFNI,
1992). Estimativas da viabilidade polinica constituem um importante parametro em
analises de fluxo génico e em programas de melhoramento genético de plantas
(MARTINS et al., 1981).

Os métodos colorimétricos utilizam corantes quimicos especificos que reagem
com componentes celulares presentes nos graos de polen maduro (PAGLIARINI &
POZZOBON, 2004). Corantes como 0 carmim acético, lugol e orceina acética sdo
utilizados como indicativos de viabilidade polinica (DOMINGUES et al., 1999;
RIGAMOTO & TYAGI, 2002).

Assim o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade polinica em sete
genotipos de T. cacao, com base em testes colorimétricos.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizados sete clones de T. cacao de diferentes origens conforme
Tabela 1, obtidos no campo de produgcdo de sementes da CEPLAC (Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) Estacdo Experimental Ariosto da Riva em
Alta Floresta — MT.

Tabela 1. Relacédo dos Gendtipos, com as respectivas identificacdes e origens.

GENOTIPO IDENTIFICAQAO ORIGEM
ICS1 Imperial College Selection 1 Trinidade
MA15 Manaus 15 Brasil

SIAL505 Selecao do Instituto Agronémico do Leste 505 Brasil

CAB0028 Cacau da Amazonia Brasileira Brasil
SCA6 Scavina Equador
MO1 Mocorongo 1 Brasil

PA121 Parinari 121 Peru
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Foram coletadas botdes florais em dois estadios de desenvolvimento
fisiologico: botbes - B (pré-antese) e flores - F (antese) dos sete clones. O material
foi fixado em etanol:4cido acético (3:1), mantidos em temperatura ambiente por 24
horas, posteriormente transferido para alcool 70% e armazenado em geladeira até
uso posterior.

A estimativa da viabilidade dos polens foi comparada com base na reacdo de
coloragdo de dois corantes: solugdo de carmim acético 2% e lugol nos dois estadios
de desenvolvimento fisiolégico (botdes e flores).

Foram preparadas cinco laminas de cada genotipo para cada corante, sendo
contados, pelo método de varredura, sob microscépio fotdnico binocular com lente
objetiva de 40x (BEL Fhotonics e Primo Star Zeiss) 300 gréos de podlen por lamina,
totalizando 1.500 graos de pdlen por gendtipo avaliado. Com os dados obtidos em
cada genatipo, calculou-se a porcentagem de polens viaveis pela equacgéo:

Viabilidade do pélen (%) = N° de graos corados / N° de grdos contados * 100

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p=0,05). As analises foram realizadas pelo programa estatistico
SISVAR 4.6 (FERREIRA, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dois corantes utilizados foram capazes de distinguir os pélens viaveis dos
inviveis de T. cacao, conforme demonstrado na Figura 01. Constatou-se neste
estudo que o corante lugol apresentou uma melhor distincdo dos polens viaveis dos
invidveis, proporcionando dados mais acurados pela diferenciacdo de coloragéo.

Figura 01. Polens viaveis e inviaveis de T. cacao. A) Corados com lugol B). Corados com
carmim acético 2%; V=Viavel e I= Invidvel.

Os polens advindos dos botbes florais n&o apresentaram diferencas
estatisticas, quando comparados entre 0s gendétipos e entre 0s corantes,
apresentando uma média de viabilidade acima de 95% na estimativa com os dois
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corantes (Tabela 02). Enquanto que nos polens provenientes das flores os dois
corantes revelaram diferencas significativas entre os genoétipos. A presenca de
diferencas significativas em diferentes genétipos dentro de uma mesma espécie sao
indicativos de que existe variabilidade genética entre 0s mesmos.

Porém, os polens das flores apresentaram uma viabilidade polinica acima de
70% para todos os genoétipos, com uma média acima de 80% nos dois corantes
(Tabela 02), podendo entdo 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 é considerada alta para valores acima de
70%. Esses percentuais encontrados nado causariam danos em trabalhos de
melhoramento da espécie em estudo, uma vez que a viabilidade polinica é
considerada uma medida de fertilidade masculina.

Tabela 02. Média da viabilidade do pdlen de Theobroma cacao pela coloracdo de dois
diferentes corantes em botdes florais em pré-antese e flores em antese.

Genébtipos Carmim Acético 2% Lugol
B F B F

ICS1 93,33 Aa 76,73 BCDb 93,93 Aa 72,80 Bb
MA15 90,33 Aa 75,13 CDb 92,80 Aa 90,53 Aa
SIAL505 94,80 Aa 84,60 ABCDb 96,53 Aa 87,53 Aa
SCAO06 98,20 Aa 87,07 BCDb 96,53 Aa 90,73 Aa
CAB0028 96,33 Aa 88,13 ABb 94,60 Aa 93,00 Aa
MO1 96,40 Aa 72,60 Db 95,80 Aa 89,27 Aa
PA121 97,27 Aa 92,93 Aa 96,27 Aa 82,13 ABb

Média 95,24 82,46 95,21 86,57

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

Observou-se diferencas significativas para a viabilidade polinica em relagédo
aos estadios de desenvolvimento da flor, para alguns genétipos (Tabela 02). A perda
da viabilidade polinica em funcdo do tempo apo6s a abertura da flor foi também
observada por Souza et al. (2002), em maracuja amarelo utilizando-se de andlise
histoquimica (solugdo de Alexander e lugol). Outros fatores, tais como umidade
relativa, temperatura, pressdo osmatica do contetdo celular do pélen e resisténcia
da parede polinica podem afetar a viabilidade polinica (VARA PRASAD, 1999).

A viabilidade dos polens dos botbes ndo apresentou diferenca estatistica
significativa quando comparada entre corantes, sendo que todos os gendtipos
apresentaram uma viabilidade acima de 90% (Figura 02).
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Figura 02. Representacéo gréafica da viabilidade dos polens dos botBes dos sete gendtipos
de T. cacao estimada com os dois corantes: carmim e lugol.
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Os graos de polens das flores dos genétipos MA15, MOl e o PAl121

apresentaram diferencas estatisticas significativas quanto a viabilidade quando
comparados entre os corantes (Figura 03).
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Figura 03. Representacao grafica da viabilidade dos polens das flores dos sete genétipos
de T. cacao estimada com os dois corantes: carmim e lugol.

CONCLUSOES
Os corantes carmim acético 2% e lugol foram capazes de distinguir com
seguranca os pélens de T. cacao viaveis dos inviaveis. 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 gendétipos, sendo
nestes o botéo floral superior a flor.
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