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RESUMO

A atual expansdo agropecuaria na regido Amazoénica tem causado a fragmentacao
de habitats naturais, o que levou a extincdo de espécies nativas. Dentre elas,
destacam-se as do género Theobroma, que sao endémicas da regido. Deste modo,
objetivou-se neste estudo, avaliar qualitativa e quantitativamente a biologia floral,
morfologia e morfometria das flores de Theobroma speciosum. Para tanto, foram
selecionadas trés populagdes, sendo duas localizadas em fragmentos florestais
(JUT e STA) e uma em area de pastagem (PAST). Para as analises da biologia floral
foram coletados botBes florais em pré-antese e antese e realizadas observagfes da
morfologia, tamanho, coloracdo, odor, horario, sequéncia e duracdo da antese das
flores diretamente no campo. Foi determinado o horario de abertura e a duragéo das
flores, a partir do acompanhamento de 10 botdes em pré-antese, marcados no dia
anterior as observacdes. A receptividade estigmética foi avaliada com peréxido de
hidrogénio e a viabilidade do pdlen foi estimada com o uso do corante Carmim
Acético 2%. A antese das flores de T. speciosum iniciou as 02h da manha,
completando a abertura da flor as 06h. A espécie apresenta flores com média de
12,88 mm de comprimento e 19,33 mm de largura e morfologia tipica do género
Theobroma. A antese das flores de T. speciosum ocorre as 06h da manha e a
senescéncia € de dois a trés dias apds a antese. Durante a pré-antese e o primeiro
dia da antese, o estigma apresentou-se prontamente receptivel. O cacaui apresenta
alta taxa de viabilidade polinica em todos os 24 horarios de coleta.
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ABSTRACT

Current agricultural expansion in the Amazon region has caused fragmentation of its
natural habitats, leading to the extinction of native species. Among them, we stand
out those of the genus Theobroma that are native from the region. This study’s aim
was to evaluate qualitatively and quantitatively the floral biology, morphology and
morphometry of Theobroma speciosum flowers. For this, three populations were
selected, two located in forest fragments (JUT and STA) and one in pasture area
(PAST). In order to analyze floral biology, flower buds were collected in pre-anthesis
and anthesis and flower observations of morphology, size, color, smell, hour,
sequency and duration of anthesis were made directly in the field. Opening hours
and duration of flowers were determined by observing 10 pre-anthesis flower buds,
marked the day before these observations. Stigmatic receptivity was evaluated with
hydrogen peroxide and viability of the pollen was estimated using Carmine 2% Acetic
dye. Anthesis of T. speciosum flowers began at 02h in the morning, completing the
flower opening at 06 am. This species presents flowers with a mean of 12.88 mm in
length and 19.33 mm in width and typical morphology of the genus Theobroma.
Anthesis of T. speciosum flowers occurred at 06h and senescence occurred within
two or three days after anthesis. During pre-anthesis and the first day of anthesis,
stigma was receptive. Cacauhy has a high rate of pollen viability in all 24 collecting
times.

KEYWORDS: cacauhy, floral morphology, pollen viability.

INTRODUCAO

A Amazbnia, maior floresta tropical do mundo, abriga uma das maiores
biodiversidades do planeta, apresenta amplo potencial de recursos naturais, que vai
desde oferta de produtos florestais madereiros (frutos, latex, madeiras, ervas, etc.)
ao controle de ciclos biolégicos da fauna e flora. A atual expansdo da agropecuaria
na regido amazoénica tem causado devastacdo das espécies nos ambientes naturais,
devido a destruicdo de habitats naturais ou da fragmentacdo dos mesmos e
consequente reducdo e possivel extingdo destas espécies (CASTRO; ANDRADE,
2016). Além disso, segundo Magnusson et al. (2016) a biodiversidade é também
representada por processos como estocagem de carbono no solo, ciclagem de
nutrientes, polinizacdo e selecdo genética para a viabilidade de industrias
extrativistas, biotecnoldgicas e agropecuarias.

Espécies silvestres com potencial para alimentacdo e até mesmo para
producdo de produtos farmacéuticos, que podem ser fonte de genes para espécies
cultivadas, podem ser extintas mesmo antes de serem exploradas (EHRLICH, 1988).
Dentre essas espécies, destacam-se as do género Theobroma, que sdo suscetiveis
a fragmentacdo devido a exploracéo florestal e ao isolamento, pois apresentam
autoincompatibilidade e dispersdo zoocoérica limitada (DARDENGO et al., 2016;
VARELLA et al., 2018).

A reducdo dos habitats naturais e o subsequente isolamento espacial das
populacdes causam alteracdes em processos evolucionarios basicos, como deriva
genética, selecdo, migracdo e reproducdo, 0s quais resultam em mudancas na
diversidade genética (SILVA et al., 2014).

A espécie Theobroma speciosum Willd. ex Spreng., pertencente a familia
Malvaceae, nativa da regido amazobnica, é conhecida popularmente como cacaui,
cacau-da-mata ou cacau do macaco e se destaca por apresentar uma possivel fonte
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de genes de resisténcia para outras espécies do género, importante
economicamente, como Theobroma cacao L. (cacau) e Theobroma grandiflorum
Willd. ex Spreng. K. Schum (cupuacu) (GUALBERTO et al., 2014; DARDENGO et
al., 2017; FLORA DO BRASIL 2020, em construgao).

Os frutos do cacaui sdo consumidos por mamiferos de pequeno porte, como
macacos, sendo considerado alimento basico para fauna local (ROSSI et al., 2017;
SILVA et al., 2015). Além disso, com as sementes (améndoas) pode-se preparar
chocolate (ROSSI et al., 2017). Diante disso, a espécie pode atuar como fonte de
renda para as comunidades nativas, promover o desenvolvimento regional e
incentivar 0 uso racional e conservacdo dos recursos geneéticos existentes
(VARELLA et al., 2016).

O conhecimento da biologia floral, como a morfologia, a morfometria e os
horarios de abertura da flor, associado ao estudo dos mecanismos reprodutivos das
espécies, dentre os quais, viabilidade do pélen e receptividade estigmatica, é
importante para desenvolvimento de estratégias de conservagao in situ e pesquisas
para o melhoramento genético de plantas, especialmente quando se utilizam
técnicas de polinizacao artificial para hibridacado de espécies (PYKE, 2016; BRITTO
et al., 2018).

A estimativa da viabilidade polinica € importante para a analise de fluxo
génico em plantas, pois, evidencia o potencial masculino (androceu) de reproducgao
da espécie e é responsavel pela selecdo de gendtipos para o programa de
melhoramento, uma vez que os gréos de polén influenciam diretamente no sucesso
da fertilizacdo da planta (FRESCURA et al., 2012; ARENAS-DE-SOUZA et al., 2014;
MORENO et al., 2015; HISTER et al., 2016). Assim, o teste de coloracdo é uma
técnica citoldgica simples, rapida e decisiva na eliminacao de genotipos indesejaveis
e/ou instdveis como na selecdo daqueles com elevadas caracteristicas superiores,
uma vez que, economiza tempo e recurso fisico e financeiro (BRAMBATTI et al.,
2016).

Diante disso, objetivou-se neste estudo avaliar a biologia floral, morfologia e
morfometria das flores de Theobroma speciosum Willd. ex Spreng., uma Malvaceae
nativa da regido Amazoénica, a fim de contribuir para o uso da espécie em programas
de melhoramento, uma vez que o0 estudo da biologia floral associado aos
mecanismos reprodutivos das espécies vegetais é de fundamental importancia para
o melhoramento genético de plantas, pois, auxilia na definicdo de técnicas mais
apropriadas a serem usadas.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo foram selecionadas trés populagcdes, sendo duas localizadas
em dois fragmentos florestais: (1) Sitio Justen (JUT); (2) Sitio Santo Anténio (STA) e
uma em area de pastagem (PAST), ambas localizadas no municipio de Alta
Floresta, norte do Estado de Mato Grosso. As populagdes dos fragmentos distam
entre si em, aproximadamente, 10 km e foram selecionadas com base na ocorréncia
da espécie. Foram coletados em cada fragmento botdes florais de 22 individuos e na
area de pastagem de 14 individuos que se encontravam isolados das demais, 0 que
totalizou uma amostragem de 58 individuos de Theobroma speciosum.

Para o estudo da biologia floral, no dia 10 de maio de 2011, foram coletados
botdes florais em pré-antese e antese, sendo estes fixados em Carnoy (3:1 — alcool
absoluto: acido acético) por 24 horas e, posteriormente, transferidos para alcool 70%
e armazenados em freezer (£4°C), até o0 momento das analises. As observacdes da
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morfologia, tamanho, coloracdo, odor das flores, horario, sequéncia e duragcdo da
antese foram realizadas diretamente no campo. Foi determinado o horario de
abertura e a duracéo das flores, a partir do acompanhamento de 10 botbes em pre-
antese, marcados no dia anterior as observagoes.

Para analise da morfometria floral foram coletadas 20 flores, de dez
individuos. As avaliagbes foram realizadas no Laboratério de Didatica da
Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), sendo as seguintes estruturas
avaliadas: flor, corola, sépalas, calice, pétalas, pétalas com cégula, cdgula, estames,
estamindides, ovario com estigma e ovario. A mensuracdo da largura e do
comprimento das flores foi realizada utilizando paquimetro digital Mitutoyo.

A receptividade do estigma foi avaliada pelo teste de peroxidase, utilizando o
peroxido de hidrogénio (H,O,), que indica a receptividade pela liberacdo de bolhas
de O,, 0 que foi observado com auxilio de lupa manual (KEARNS; INOUYE, 1993).

A viabilidade polinica foi avaliada entre 24 horarios de coleta a partir da pré-
antese. Foram coletadas flores de hora em hora (das 18h do dia que iniciou a pré-
antese as 17h do dia seguinte) e fixadas em Carnoy (3:1 — alcool absoluto: acido
acético) por 24 horas e, posteriormente, transferidas para alcool 70% e
armazenadas em freezer (x4°C), até o momento do preparo das laminas (Figura 1).

Coleta das .
flores de hora ~a 1) : Alcool 70% .

em hora

FIGURA 1- Fluxograma com a metodologia de coleta e armazenamento das flores
de T. speciosum. Fonte: os autores (2019).

Para estimar a viabilidade do poélen foi utilizado o corante Carmim Acético 2%,
sendo os graos classificados em normais/viaveis (corados) e anormais/inviaveis (nao
corados ou com citoplasma retraido). Para cada horario de coleta foram preparadas
cincoc laminas, sendo contados 300 grédos de polen/lamina, totalizando 1500 graos
de pélen por horario. A contagem ao acaso dos graos de poélen corados foi realizada
pelo método de varredura, em microscopio 6tico, magnitude de 400X.

A porcentagem de graos de pdlen vidveis foi calculada de acordo com a
Equacao 1:

NZde grios de pdlen corades

Viabilidade do pélen (%) = x 100 (1)

Nede grios de polen total

Os dados de viabilidade polinica foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O rompimento das sépalas dos botdes florais de Theobroma speciosum
iniciou-se as 15h, sendo que essas rupturas comegaram em qualquer ponto ao
longo das costuras naturais entre as sépalas (Figura 2A). A antese ocorreu
lentamente, iniciando-se as 02h da manha (Figura 2B) e completando a antese as
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06h, onde todas as flores estavam com seus 6rgaos reprodutivos expostos (Figura
2C; D). Portando, a antese das flores do cacaui ocorreu entre 02h e 06h do dia
seguinte a pré-antese, sendo considerada uma antese diurna. No estudo realizado
por Souza e Venturieri (2010) eles observaram que os botdes florais de T.
speciosum comecaram a romper as sépalas as 14h e estavam completamente
aberta as 6h da manha seguinte.

f

FIGURA 2- Diferentes estagios das flores de T. Speciosum. (A) pré-antese, rupturas
das sépalas; (B) inicio da antese, abertura das pétalas (02h); (C) antese, flores
completamente abertas (06h); (D) final da antese depois de 15h de abertura. Fonte:
os autores (2011).

Neste estudo, as flores do cacaui foram consideradas totalmente abertas
guando os 6rgéaos reprodutivos encontravam-se expostos, embora as pétalas ndo se
encontrassem completamente distendidas (Figura 2C), estando as flores
completamente abertas as 09h da manha.

Segundo Venturieri e Silva (1997), a espécie T. speciosum possui sindrome
floral adequada a polinizacdo por dipteros sapréfagos. Esta sindrome, de acordo
com Young (1984), é semelhante a Herrania mariae (Mart.) Decne. ex Goudot,
espécie pertencente a familia Malvaceae, cuja polinizacdo é efetuada por moscas da
familia Phoridae, que visitam estas flores a noite quando as mesmas estao
receptivas.

A espécie T. speciosum apresentou uma meédia de 25,45 évulos por carpelo,
com minima de 22 e maxima de 28 6vulos, e variacdo no numero de 6évulos por
locos de 4 a 8, com placentacdo axial. Tanto os Ovulos como os carpelos
apresentam uma substancia pegajosa.

Neste estudo, as flores do cacaui (Figura 3A) apresentam alta receptividade
estigmatica das 18h as 17h do dia seguinte (Figura 3B), ou seja, durante a pre-
antese e o primeiro dia da antese.

L ,' ‘I..'_:‘__ .- "’ - '..' :
“ - - Wi

FIGURA 3 — (A) Flor de Theobroma speciosum; (B) estigma récptivo com peroxido
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de hidrogénio (H.0,). Fonte: os autores (2011).

Com a formagdo de pequenas bolhas de gas oxigénio (O,), na presenca de
peréxido de hidrogénio a 3%, foi possivel constatar alta receptividade estigmatica,
no periodo em que foram realizados os testes. Sobre essa receptividade, Souza e
Venturieri (2010), efetuaram estudos com T. speciosum e também constataram forte
atividade enzimatica na maioria das flores avaliadas, sendo maior no primeiro dia da
antese.

Em relacdo ao estigma, Crispim et al. (2017) afirmam que ele é caracterizado
como receptivo quando € capaz de receber o grdo de pdlen e promover a
germinacao, entretanto, essa receptividade varia de espécie para espécie, por isso,
a importancia de se conhecer a fase floral em que o estigma esta receptivel, garante
0 sucesso da polinizagéo artifical (CRISPIM et al., 2017).

O corante Carmim Acético, que indica a integridade cromossdmica, corando
0s graos de polen viaveis por meio da coloracdo rosa forte do protoplasma
(PAGLIARINI; POZZOBON, 2004) foi eficiente na distingdo entre polens viaveis e
inviaveis da espécie T. speciosum.

Em geral, os testes colorimétricos, com o Carmim Acético, vém sendo
utilizado por diversos autores (ZAMBON; AGOSTINI, 2017; JESUS et al., 2018), com
distintas espécies, por ser um meétodo rapido, barato e seguro na estimativa da
viabilidade polinica

Nos vinte e quatro horarios de coleta avaliados, os graos de polen mostraram-
se altamente viaveis, ndo sendo observada diferenca significativa entre as 18h e 14h
do dia seguinte (Tabela 1).

TABELA 1- Minima, maxima e média de pdlens viaveis de Theobroma speciosum
para 24 horarios de coleta.

Horéario Minima (%) Média (%) Méxima (%)
18h00min 93,7 95,4A 98,0
19h00min 91,3 95,5A 97,0
20h00min 92,3 95,1A 97,3
21h00min 85,3 94,6A 98,3
22h00min 96,7 98,1A 99,3
23h00min 95,3 96,9A 99,3
00h0Omin 97,7 97,1A 98,7
01h00min 92,0 96,7A 99,3
02h00min 97,3 99,1A 100,0
03h00min 96,7 97,9A 98,3
04h00min 94,0 97,3A 98,3
05h00min 95,7 97,7A 99,3
06h00min 98,3 98,8A 99,0
07h00min 96,3 98,3A 99,7
08h00min 98,0 98,7A 99,3
09h00min 97,7 98,6A 99,0
10h00min 97,3 98,1A 99,3
11h00min 94,0 96,5A 99,0
12h00min 92,0 96,1A 99,3
13h00min 95,7 96,9A 97,7
14h00min 87,0 93,0A 96,3
15h00min 52,3 76,5C 96,7
16h00min 78,7 86,3B 89,7
17h00min 81,0 86,1B 91,0

Médias seguidas de mesma letra ndo se diferiram segnificamente pelo teste de Scott-Knott (p=0,05),
médias com letras diferentes se diferiu significamente pelo teste de Scott-Knott (p=0,05).
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Os trés ultimos horarios de coleta (15h, 16h e 17h), porém, apresentaram
médias que diferiram estatisticamente das demais: 76,5, 86,3 e 86,1%,
respectivamente. Fatores bioticos e abidticos, como temperatura e luminosidade
podem ter sido responsaveis pela variagdo na taxa de viabilidade, contudo, nédo
comprometeram a taxa de fertilidade de T. speciosum, visto que a menor média
encontrada foi maior que 70%, o que conforme Souza et al. (2002), é considerado
um alto percentual de viabilidade.

A partir das 11h, os gréos de poélen por antera diminuiram, sendo necessario
utilizar duas anteras por lamina, pode-se inferir que essa diminuicdo de grédos de
pélen por antera se deve ao tempo que as mesmas se encontraram expostas a acao
de agentes biologicos. Também foi observado no momento da coleta que nestes
horéarios havia uma grande quantidade de polen depositada na regido da cégula e na
base dos estamindides das flores.

A estrutura floral de T. speciosum € caracteristica do género Theobroma, pois
possui inflorescéncia axilar, flores hermafroditas, pentameras e diclamideas (Figura
4A).

Com relagéo a estrutura do androceu, as flores de T. speciosum apresentam
05 estames homodinamos e as anteras em numero de 06 possuem deiscéncia
longitudinal extrorsa, com soldadura livre (Figura 4B). A adelfia (unido dos estames
por meio de seus filetes) é do tipo monadelfo, ou seja, possuem estames soldados
em maior ou menor extensdo em um unico feixe, a ramificacdo do filete é
meristémone, com base na classificagcdo de Vidal e Vidal (2003) e a inser¢ao do
filete na antera é dorsifixa e apresenta duas tecas (diteca) (Figura 4B).

Os 05 estames homodinamos apresentam soldadura dialisttmone e sdo do
tipo inclusos, a espécie apresenta 05 pétalas transformadas em cégulas (camara de
formato cbncavo na base das pétalas) que protegem as anteras (Figura 4C). Possui
também 05 estamindides que formam um circulo (Figura 4D).

O gineceu da flor possui cinco carpelos, portanto pluricarpelar, com soldadura
gamocarpelar, ou seja, é constituido de carpelos concrescentes entre si, formando
um so pistilo. Quanto a divisdo, o estigma € ramificado, ou seja, possui divisdes. O
ovario apresenta placentagdo axial, (Figura 4E) é supero, pluricarpelar (Figura 4F) e
a insercao do filete no ovario é terminal.
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FIGURA 4- Estrutura floral interna de Theobroma speciosum. (A) flor com destaque
para a pétala; (B) estames; (C) antera inserida na coégula e estigma; (D)
estamindides em circulo; (E) placentacdo axial; (F) ovario plurilocular. Fonte: os
autores (2011).

As caracteristicas morfologicas encontradas neste trabalho sdo semelhantes
as encontradas por pesquisadores que trabalharam com espécies do género
Theobroma, como Souza e Venturieri (2010) com Theobroma speciosum.

As flores de T. speciosum medem de 9,02 mm a 16,86 mm de comprimento,
com média de 12,88 mm e largura de 12,90 mm a 27,15 mm tendo em média 19,33
mm (Tabela 2). O ovario encontra-se envolvido por um circulo de estamindides
inférteis, que apresentaram um comprimento médio de 9,51 mm e largura média de
2,36, sendo maiores que 0s estames, cujo comprimento médio foi de 2,90 mm e
largura média de 0,81 mm.

TABELA 2- Estrutura, comprimento e largura (mm), maxima, média e minima,
desvio padrdo (D.P.) e coeficiente de variacdo (C.V. %) das pecas florais de
Theobroma speciosum.

Estrutura Parametro Maxima Média Minima D.P. C.V.

Comprimento 16,86 12,88 9,02 2,34 18,15

Flor Largura 27,15 19,33 12,90 3,36 17,39

Corol Comprimento 12,09 9,60 5,32 1,64 17,10

orola Largura 2717 19,33 12,91 3,36 17,38

, Comprimento 13,68 11,71 8,09 1,33 11,42
Sépalas

Largura 5,86 4,25 2,31 0,81 19,26

Cali Comprimento 9,51 7,57 5,57 1,35 17,86

alice Largura 18,01 14,83 974 2,04 13,80

, Comprimento 8,22 6,78 5,59 0,76 11,29
Pétalas

Largura 9,63 7,82 5,5 1,04 13,35
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Pétalas com Comprimento 12,50 10,83 8,42 1,05 9,75

Cogula Largura 9,63 7,96 6,70 0,89 11,26
3 Comprimento 7,69 6,43 4,81 0,72 11,30
Cogula Largura 487 4,37 359 032 7,51
Comprimento 4,11 2,90 1,25 0,75 25,99
Estames | argura 1,07 081 050 014 17,78
. Comprimento 10,61 9,51 7,61 0,83 8,82
Estaminoides | »roira 294 2,36 1,01 048 20,70
Ovario com Comprimento 7,28 6,12 4,67 0,75 12,34
Estigma Largura 3,09 2,35 1,23 0,44 19,10
OVArio Comprimento 4,36 3,40 3,06 0,58 17,03
Largura 3,09 2,38 1,23 0,45 19,07

CONCLUSAO

A antese das flores de Theobroma speciosum ocorre as 06h da manha do dia
seguinte a pré-antese e a senescéncia é de dois a trés dias apds a antese. Durante
a pré-antese e o primeiro dia da antese, o estigma apresentou-se prontamente
receptivel. O cacaui apresentou alta taxa de viabilidade polinica em todos os 24
horarios de coleta.

As caracteristicas florais, tamanho e forma sdo compativeis com insetos de
pequeno porte. Na morfometria das flores, observou-se variagdo média entre flores
na mesma planta e em plantas diferentes, denotando pequena variacédo
intraespecifica na morfometria das flores de T. speciosum.
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