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A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) é uma técnica com potencial para estudos de morfologia e mecanismos ligados
a polinizagdo do cacaueiro. Caracteristicas morfoldgicas da flor do cacaueiro relacionadas a polinizagao, foram observadas na MEV,
utilizando flores dos clones TSH 1188, ICS 6, SCA 6 e das variedades Catongo e Comum. As eletron-micrografias mostraram que
os graos de pélen sdo homogéneos, de forma esferoidal, apresentando exina reticulada e abertura circular germinativa do tipo poro.
O filete estd inserido na antera por medifixia, o estigma € do tipo ramificado com cinco divisdes e o estilete € do tipo terminal. Em
anteras submetidas a umidade superior a 75%, verificou-se formagdo de aglomerados de grdos de pélen. Esses aglomerados de
certa forma explicam a baixa capacidade de dispersdo e o reduzido pegamento de flores do cacaueiro no periodo do inverno. Foi
levantada a hipdtese que os graos de pélen podem germinar na base do estilete e ovario e ndo apenas no estigma do cacaueiro.
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Scanning electron microscopy (SEM) to study the morphology characteristics of cacao

flower. Scanning Electron Microscopy (SEM) is a potential tool to morphology studies and understanding of mechanisms in
cocoa pollination. In this work SEM was used to study morphologic characteristics of the cocoa flower and their relation with
pollination. Flowers of varieties “catongo”, common, and clones TSH 1188, ICS 6, SCA 6 were used. The electron -micrograph
showed that pollen grains are homogeneous, shape spherical, sexine reticulate and aperture configuration of the type pore. The
filaments is inserted in the anther by “medifixia”, the stigma is ramified with five stylodes and the style is typically terminate. In
anthers submitted at 75% of humidity, formation of pollens agglomerate was verified. That in a certain way explains the low
dispersion capacity and reduces sets of flowers in the winter. There is a hypothesis that the pollen grains can germinate along of
the style and not just in the stigma of the cacao flower.
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Introducao

Para observagado de detalhes estruturais da superficie
de espécimens biol6gicos o microscépio eletrdnico de
varredura € o instrumento mais comumente utilizado. A
elevada profundidade de campo € a principal vantagem
da microscopia eletronica de varredura (MEV), pois além
de permitir analisar a amostra com orientacdes, pode
ainda inclina-la e/ou rotaciona-la sob o feixe eletronico
(Souza, 1989).

A preparagdo da amostra € a parte mais importante
da MEYV, contudo, métodos cldssicos de preparagio,
muitas vezes ndo sdo adequados para determinados
materiais (Santos, 1996). Esse autor sugere que quando
necessdrio realizar adaptacdes, estas devam ser feitas a
partir de um método bem sucedido. Em estudos de MEV
para caracteristicas de graos de pdlen € possivel preparar
aamostra com material ao natural ou realizar desidratacdes
em alcool 70 ° GL, acido acético ou mistura de etanol e
acido acético na propor¢ao 3:1.

Em relacdo as informagdes disponiveis na literatura
cientifica sobre o género Theobroma, no estudo de
morfologia floral as mais importantes referéncias sao os
trabalhos de Young (1984a) e Young et al. (1983b). Esses
ultimos autores trabalharam com flores do hibrido UF-
613 nas condic¢des da Costa Rica, utilizando a MEV para
descrever caracteristicas da flor e sua relagdo com insetos
polinizadores do cacaueiro.

Para entender os mecanismos ligados a polinizagdo é
necessdrio conhecer as caracteristicas morfoldgicas da
espécie vegetal, assim como as relacdes entre a floracao
e as condi¢des do ambiente. A polinizacdo do cacaueiro
seja de forma natural ou artificial, ainda € um tema
controverso. Carleto e Soria (1973) e Carletto (1975)
discutiram a larga variagdo nos indices de pegamento
das flores do cacaueiro. Esses autores verificaram que
algumas plantas apresentavam graus de
incompatibilidade variando de 5 a 100%. A influéncia
da umidade na floracdo e frutificacdo de Theobroma
cacao L foi estudada na Costa Rica para o clone UF-29
por (Young, 1984c), que observou queda dréstica na
frutificacdo em relacdo direta ao aumento da umidade
do ar e da precipitagao.

A poliniza¢do artificial no cacaueiro tem sido utilizada
na regido cacaueira da Bahia, principalmente, para
verificar o grau de compatibilidade entre plantas que
apresentam tolerancia a doengas (Pinto, 1998). Em se
tratando de polinizacdo artificial, Dias (2001) destaca
que o nimero de graos de pdlen por flor é cerca de 14
mil e, recomenda uma leve friccdo no estigma com até
trés anteras. Na produgdo comercial de frutos é uma
técnica controversa para uso rotineiro, pois depende do
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preco do produto, do operador, do clone e das condic¢des
ambientais. O indice de pegamento na polinizacdo artificial
em geral ¢ inferior a 20%.

Duas caracteristicas importantes ligadas ao pegamento
de frutos s@o o tamanho do estilete e ao ponto onde o
grdo de pélen germina. Farshad et al. (2001) trabalhando
com plantas do género Turnera, verificaram que quanto
maior o comprimento do tubo polinico menores sdo as
chances de pegamento de flores. Esses autores também
sugeriram que plantas com estilete longo o grao de pdlen
pode ndo ter reserva suficiente para crescer o tubo
polinico e com isso diminuir a producdo de frutos.

Este trabalho teve como objetivo, determinar através
da MEV, algumas caracteristicas morfoldgicas da flor
de variedades e clones do cacaueiro relacionando-as
com a polinizagao.

Material e Métodos

As flores foram coletadas no més de novembro de
2003, no Banco de Germoplasma de cacaueiros do Centro
de Pesquisas do Cacau-CEPEC (BAG-CEPEC), da
Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira,
CEPLAC em Ilhéus-BA. Foram utilizados no trabalho 5
flores de cada um dos seguintes clones: TSH 1188, ICS
6, SCA 6 e das variedades Catongo e Comum. Antes da
preparacdo das amostras de trabalho, as flores foram
mantidas em dissecador com silica gel por 48 horas.

Na preparagdo das amostras de trabalho, as sépalas e
pétalas foram removidas e descartadas. Em seguida, com
auxilio de estilete e microscdpio estereoscopio, foram
obtidas separadamente quatro espécimens: graos de pdlen,
pistilos, anteras e estamindides. Adicionalmente, 20
anteras escolhidas ao acaso foram dispostas sobre placas
de vidro com chumacgos de algoddo umedecidos em dgua
e cobertas com filme pldstico durante 24 horas. Esse
procedimento fez com que as anteras fossem
submetidas a ambiente com umidade superior a 75%.
Um amostra de anteras imidas representou o quinto
espécimen. Neste trabalho, optou-se apenas pela
dessecacdo das amostras, portanto, sem fixagdo e pds-
fixagdo dos espécimens. Também ndo foi realizada
desidratagdo nem secagem pelo ponto critico.

Os espécimens foram individualmente fixados em
suporte metdlico, e posteriormente recobertos com uma
camada de 35 nm de ouro-palddio. Em seguida, realizada
evaporagdo em véacuo, utilizando metalizador marca JEOL,
modelo JFC 1100. Foi utilizado o microscépio eletronico
de varredura JEOL JSM 5410 a 15 kV, com registro
fotografico feito em negativos Kodak (Plus-X).
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Resultados e Discussao

O valores médios e os respectivos desvios para as
dimensdes polar e equatorial dos graos de pélen e outras
caracteristicas das flores do cacaueiro sdo apresentados
na Tabela 1. Verificou-se quanto as dimensdes, que os
grdos de pdlen sdo homogéneos com minima variagcao
entre os clones e variedades.

Os graos de polen apresentam forma esferoidal e
possuem exina reticulada com abertura circular
germinativa do tipo “poro” (Figura 1 A). O estudo de

Tabela 1- Dimensoes de estruturas da flor do cacaueiro observados no MEV.

graos de polen pode ser usado para separar diferentes
espécies baseado no formato apresentado (Erdtman,
1952). Young (1984c) trabalhando com Theobroma
speciosum verificou a forma tricolporata dos graos de
polen, essa caracteristica diferencia o Theobroma
speciosum do Theobroma cacao L que possui forma
esferoidal.

Quando observados em MEYV, os graos de pdlen, em
geral apresentam-se secos e dispersos (Figura 1B).
Contudo, nas anteras submetidas a umidade, verificou-
se a formacdo de aglomerados de grdos de pdlen
(Figura 1C). As condicdes timidas
na regido cacaueira do estado da
Bahia nos meses de inverno

Estruturas Dimensdes * contribuem para formacao desses
- aglomerados (Dias 2001). Isso de
Polar Equatorial Altura Largura R
certa forma, pode contribuir para
wm um mm . . . ~
a baixa capacidade de dispersdo e
Polen 11,0+ 0,84 5.6+045 - - o reduzido pegamento de flores
AnFera - - 0,59+ 0,05 0,068+ 0,014 mesmo na presenca de
Estilete - - 1,32+ 0,13 . . L
Estamindide ) ) 254+ 0.35 polinizadores naturais. Dias (2001),

Pélen. x 3.500, antera. x 350, estamindide. x 350, estilete. x 50. *Dados médios (+ dp; n =5).
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Figura 1 - Eletron-micrografia do pélen, com indica¢@o da exina reticulada (A), pélen seco
e disperso (B), pélen imido com formacdo de aglomerados (C), antera com indicacdo da

inserc¢ao por “medifixia” (D) e detalhe da teca (E).

corroborando com as observacdes
de Young (1984a), justifica que
massas de pélen aglomerados
inviabilizam o transporte pelo
vento e outros agentes
polinizadores, interferindo na
polinizagdo natural do cacaueiro.

O filete estd inserido pelo meio
0 que caracteriza a medifixia e a
deiscéncia da antera € longitudinal
(Figura 1D e E). O estigma é do
tipo ramificado apresentando cinco
divisdes “estiloides” Figura 2A, e
o estilete € do tipo terminal partindo
do dpice do ovério (Figura 2B).

Foi verificada a presenga de
tricomas glandulares cobrindo a
base do estilete e o ovdrio das
flores de todos os materiais.
Young et al (1984b) também
observaram a presenca de
tricomas e atribuiram a esse
tecido a capacidade de guiar o
caminho de polinizadores e de
reter graos de podlen. Esses
autores também verificaram a
aderéncia de graos ao longo do
estilete em flores de Herrania
purpurea, espécie da familia
Sterculiaceae que poliniza plantas
do género Theobroma.
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Figura 2 - Eletron-micrografia do estigma com cinco “estiloides” e indicagdo de grio de
pélen aderido (A), gineceu com indicacdo do estilete terminal (B), seta mostra tricomas

presentes no estilete e ovdrio (C) e tecido do estigma da flor (D).

Como se verifica na Figura 2 C e D, os tricomas
presentes na base do estilete, ovdrio e estigma
respectivamente, apresentaram semelhanca morfoldgica.
Esta caracteristica permitiu levantar a hipotese de que os
grdos de pélen podem germinar nesses pontos € ndo apenas
no estigma. Em termos praticos, essa caracteristica sugere
que as polinizacgdes artificiais sejam realizadas nestas
estruturas do gineceu e ndo somente no estigma. Essa
hipétese € também corroborada por Young et al (1984b)
que encontraram diferentes comprimentos do tubo polinico
em plantas do género Theobroma sugerindo diferentes
pontos de germinagdo do grao de pélen ao longo do estilete.

Conclusoes

Existe homogeneidade morfoldgica entre os graos
de pélen dos materiais estudados. Quando submetidos
a ambiente com umidade os grdos apresentam-se na
forma de aglomerados.

Semelhangas estruturais do estilete, ovdrio e estigma,
sugerem que os graos de pélen podem germinar nesses
pontos e ndo apenas no estigma da flor do cacaueiro.
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