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APRESENTAÇÃO

O E-book “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é 
composto por 32 capítulos. Nesse volume, são abordados distintos tópicos nas 
áreas de biotecnologia, citologia, genética, saúde humana, educação, importância 
de condições ambientais que as espécies estão inseridas, bem como, potenciais 
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenário atual de 
mudanças ambientais correntes e avanços tecnológicos é extremamente importante 
o uso adequado de técnicas em cada área. Interações entre espécies são difíceis 
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relação simbiótica 
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relação. Estudos que 
abordam essa temática são muito relevantes para compreensão da relação de 
dependência ou não que os organismos estabelecem para se manterem em um 
determinado ambiente.

O E-book também traz capítulos que abordam estratégicas didáticas para 
alunos da educação básica e da graduação. O ensino de ciências precisa ser cada 
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de 
aula, o uso de modelos confeccionados ou a própria produção de material manual 
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saúde humana se encontra em pauta trazendo o uso de células 
tronco para recuperação do tecido lesionado por queimadura, esse é um avanço 
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saúde 
humana é a manipulação de produtos altamente comercializáveis, como açaí na 
região amazônica, o qual sugere a pasteurização como tratamento térmico pelas 
indústrias produtoras.

As aplicações de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia, 
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia 
são extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas áreas.  
Adicionalmente, análises citogenéticas, histoquímicas e toxicológicas fornecem 
informações que são relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capítulos desse livro com muita atenção, 
e desejamos que cada conteúdo abordado aqui seja útil na vida acadêmica. A 
linguagem acessível e no idioma português facilita o acesso tanto para grupos de 
pesquisas como para jovens pesquisadores da área científica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvão
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RESUMO: O gênero Theobroma é tipicamente neotropical, sendo que no Brasil são 
encontradas 13 espécies, das quais cinco são endêmicas. Nesse gênero destaca-
se a espécie Theobroma speciosum, popularmente denominada como cacauí, uma 
espécie nativa encontrada na região amazônica, pouco conhecida e estudada, cuja 
variabilidade genética tem sido afetada devido aos impactos ambientais resultantes da 
fragmentação florestal. Estudos de citoquímica e viabilidade polínica são importantes 
para o melhoramento de plantas, pois refletem a potencialidade do gameta masculino 
e assim a eficiência da fecundação e posterior fertilização. Neste contexto, objetivou-
se, com esta pesquisa, estimar a citoquímica e a viabilidade polínica em espécimes 
de uma população nativa de T. speciosum utilizando testes colorimétricos. Para tanto, 
foram coletados botões florais em pré antese e antese em diferentes pontos amostrais, 
em um fragmento florestal no perímetro urbano do município de Alta Floresta-MT. A 
estimativa da viabilidade polínica foi analisada utilizando o reativo de Alexander e 
carmim acético 2% e para a citoquímica, os corantes sudan IV e lugol. Os dados 
da viabilidade foram submetidos a análise de variância utilizando o modelo linear 
generalizado (GLM) indicado para dados de distribuição binomial, com auxílio do 
programa R.  Os corantes e reagentes utilizados na análise citoqúimica e da viabilidade 
foram eficientes na identificação das substâncias de reserva e na distinção de polens 
viáveis e inviáveis, apresentando alta taxa de viabilidade e elevada percentagem de 
amido e lipídios como substâncias de reserva dos grãos de pólen de T. speciosum.
PALAVRAS-CHAVE: Cacauí, Fertilidade, Melhoramento genético. 

CYTOCHEMISTRY AND POLLEN VIABILITY OF Theobroma speciosum WILLD. EX 
SPRENG (MALVACEAE)

ABSTRACT: The genus Theobroma is typically neotropical, and in Brazil there are 13 
species, of which five are endemic. In this genus stands out the species Theobroma 
speciosum, popularly termed as cacauí, a native species found in the Amazon region, 
little known and studied, whose genetic variability has been affected due to environmental 
impacts resulting from forest fragmentation. Studies of cytochemistry and pollen 
viability are important for plant breeding, as they reflect the potentiality of male gamete, 
fertilization efficiency and subsequent fertilization. In this context, this research aimed 
to estimate the cytochemistry and pollen viability of a native population of T. speciosum 
using stains tests. For this purpose, pre-anthesis flower buds were collected at different 
sampling points, located in a forest fragment in the urban perimeter of Alta Floresta-MT. 
An estimate of pollen viability was analyzed using reactive Alexander's stain and aceto-
carmine 2% stain and for cytochemistry, the stains sudan IV and lugol. The viability 
data were subjected to analysis of variance using the generalized linear model (GLM) 
indicated for binomial distribution data, with the aid of the R program. The stains and 
reagents used in the cytochemical and viability analysis were efficient in identifying 
the reserve substances and in distinguishing viable and unfeasible pollens, presenting 
high viability rate and high percentage of starch and lipids as pollen grain reserve 
substances of T. speciosum.
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1 | 	INTRODUÇÃO

A família Malvaceae apresenta uma distribuição predominantemente 
pantropical e abrange cerca de 243 gêneros e 4.225 espécies (MOBOT, 2019). 
Dentro dessa família, encontra-se o gênero Theobroma, tipicamente neotropical, 
representado no Brasil por 13 espécies, das quais cinco são endêmicas (FLORA 
DO BRASIL 2020 EM CONSTRUÇÃO, 2019). Nesse gênero destaca-se a espécie 
Theobroma speciosum Willd. ex Spreng., conhecida popularmente como cacauí.

O T. speciosum é uma espécie nativa da floresta Amazônica (DUCKE, 1953), 
sendo uma árvore de porte ereto, troncos cilíndricos e lenhosos, onde, desde a 
base, se inserem as densas e aglomeradas inflorescências multifloras, de coloração 
vermelho-púrpura, que se destacam na paisagem florestal. É uma planta nativa, 
pouco conhecida e estudada, encontrada principalmente na região amazônica e que 
sofre erosão genética em decorrência da mudança no uso da terra, principalmente, 
devido à substituição de parte da floresta por pastagem (SILVA et al., 2004; RONDÓN, 
2005; CUMANA CAMPOS, 2005).

É uma espécie importante para animais selvagens e também para as populações 
humanas (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; BALÉE, 1994; DEWALT et al., 1999), uma 
vez que, seus frutos são comestíveis, sendo fonte de nutrientes principalmente para 
as populações da região amazônica (BALÉE, 1994; DEWALT et al., 1999). Trata-se 
também de uma espécie com grande potencial para o melhoramento genético, uma 
vez que podem servir como fonte de variabilidade genética de espécies relacionadas, 
tais como Theobroma cacau que são explorados economicamente (DARDENGO et 
al., 2016).

A viabilidade do grão de pólen pode ser determinada por várias técnicas, sendo 
estas agrupadas em métodos diretos, tais como, a germinação in vitro (KUMARI 
et al., 2015; SOUZA et al., 2015) e em germinação in vivo (SOUZA et al., 2015), 
ou em métodos indiretos, baseados em parâmetros citológicos, como a coloração 
(KEARNS; INOUYE, 1993; KUMARI et al., 2015; SOUZA et al., 2015). Os métodos 
indiretos são constantemente utilizados por serem simples, rápidos e baratos. 

Espécies nativas constituem uma possível fonte de alelos desejáveis para 
programas de melhoramento genético e o estudo da citoquímica e viabilidade polínica 
das mesmas são importantes por refletir a potencialidade do gameta masculino, 
eficiência da fecundação e posterior fertilização (BIONDO; BATTISTIN, 2001).

A avaliação citoquímica evidencia qual ou quais são os componentes das 
substancias de reserva nos grãos de pólen, sendo de extrema importância para o 
entendimento dos aspectos ecológicos relacionados a mecanismos de polinização 
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(OLIVEIRA; PIERRE, 2018). Estudos de citoquímica aliados aos de viabilidade dos 
grãos de pólen podem fornecer informações necessárias para o entendimento a 
respeito da propagação da espécie, portanto, auxiliando programas de melhoramento 
e conservação dos seus recursos genéticos. Neste contexto, objetivou-se, com esta 
pesquisa, estimar a citoquímica e a viabilidade polínica de uma população nativa de 
T. speciosum por meio de testes colorimétricos.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

Os botões fl orais em pré-antese e antese (Figura 1), foram coletados de oito 
indivíduos de uma população nativa, localizada em fragmento fl orestal no perímetro 
urbano no município de Alta Floresta, Mato Grosso, nas coordenadas 9°52'43.0"S 
56°05'58.5"W. O material coletado foi levado ao Laboratório de Genética Vegetal e 
Biologia Molecular (GenBioMol) do CEPTAM (Centro de Pesquisa e Tecnologia da 
Amazônia Meridional) na Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto 
Reyes Maldonado, Campus Universitário de Alta Floresta, onde foram realizados 
os testes de viabilidade polínica e citoquímica dos grãos de pólen. Para tanto, o 
material coletado foi imerso em solução fi xadora de álcool absoluto: ácido acético na 
proporção de 3:1 por 24 horas e logo após transferidos para álcool 70% e mantidos 
a 4º C, até o uso.

Figura 1. Características da espécie Theobroma speciosum, indivíduo adulto: caule (A); copa 
(B) e infl orescência (C), onde os botões fl orais em pré-antese estão indicados pela seta 

pontilhada e em antese, pela seta inteira.

Foi feito um Bulk com os botões fl orais coletados dos oito indivíduos e, para 
estes, foram preparadas oito lâminas para a realização de cada teste colorimétrico. 
Para cada lâmina preparada foi utilizado um botão fl oral, cujo comprimento foi 
mensurado em (mm), com auxílio de paquímetro digital de precisão (Mitutoyo). 

Para o preparo das lâminas foi utilizada a técnica de coloração seguida de 
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esmagamento, descrito por Guerra e Souza (2002). A estimativa da viabilidade polínica 
dos grãos de pólen foi comparada com base na reação de coloração dos corantes 
reativo de Alexander (ALEXANDER, 1980) e carmim acético 2% (PAGLIARINI; 
POZZOBON, 2004).

A observação dos grãos de pólen foi realizada por meio do método de varredura, 
onde, em cada lâmina foram contabilizados 250 grãos de pólen, perfazendo um total 
de 2000 grãos de pólen para cada corante. Assim a viabilidade polínica foi estimada 
por meio da percentagem de grãos de pólen viáveis obtidos pela equação (1): 

  (1)

Para a avaliação da presença das substâncias de reserva dos grãos de pólen, 
foram empregadas técnicas citoquímicas (BAKER; BAKER, 1979). Com a utilização 
do corante lugol 2% é possível identifi car no grão de pólen a presença ou ausência 
de amido e para o corante sudan IV é possível observar a presença e ausência de 
lipídios (DAFNI, 1992), sendo os grãos de pólen classifi cados como positivo (+) ou 
negativo (-) para estas substâncias. O modo de preparo das lâminas e observação 
dos grãos de pólen segue o mesmo procedimento da viabilidade polínica.

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa R, versão 3.5.3 
(R_Core Team, 2019), e os gráfi cos foram gerados no pacote de software ggplot2R 
(WICKHAM, 2009). Os dados da viabilidade e citoquímica foram avaliados utilizando 
o modelo linear generalizado (GLM) indicado para dados de distribuição binomial, 
sendo testados quanto a normalidade e homocedasticidade e submetidos a análise 
de variância, sendo signifi cativos a 5% de probabilidade pelo teste do Qui-Quadrado.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os botões fl orais que apresentaram grãos de pólen maduros, mediram entre 
9,64 e 10,99 mm, com uma média de 10,34 mm de comprimento.  Os corantes e 
reagentes utilizados para a análise da viabilidade, assim como a análise citoquímica 
dos grãos de pólen de T. speciosum foram efi cientes na distinção dos grãos de pólen 
viáveis e inviáveis, bem como para detecção da substância de reserva (Figura 2).
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Figura 2. Polens viáveis (V) e inviáveis (I) de Theobroma speciosum. A: reativo de Alexander; 
B: carmim acético 2%; C: sudan IV - Polens lipídio (+) e lipídio (-); D: lugol - Polens amido (+) e 

amido (-)

A média de viabilidade polínica encontrada neste estudo foi superior a 97%, 
evidenciando que a espécie T. speciosum apresenta um padrão reprodutivo efi ciente, 
uma vez que para a viabilidade polínica ser considerada alta seu valor deve estar ≥ a 
70% (SOUZA et al., 2002), enquanto os valores menores que 70% são considerados 
baixos e, consequentemente, resultam na infertilidade da espécie (BIONE et al., 
2005).

Os corantes, carmim acético 2% e reativo de Alexander, utilizados para estimar 
a viabilidade polínica, apresentaram médias de polens viáveis de 98,65 e 97,7% 
respectivamente. A fi gura 3 representa a distribuição das viabilidade polínica, sendo 
que para o carmin acético, a viabilidade de sete das oito lâminas observadas variou 
entre 98,4% e 100%, com distribuição negativamente assimétrica e apresentando 
um outlier, cuja viabilidade foi de 97,6%; para o reativo de Alexander, a viabilidade 
variou entre 97,2% e 98,8%, com distribuição simétrica e um outlier onde a viabilidade 
foi de apenas 96%.  
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Figura 3. Boxplots da viabilidade dos grãos de pólen de Theobroma speciosum.

Estes dados indicam que a espécie T. speciosum possuí um processo de 
microsporogênese regular e, consequentemente, ser utilizada em programas de 
melhoramento genético, visando a transmissão de possíveis alelos desejáveis, 
para as espécies comerciais, tais como o cacau e o cupuaçu, uma vez que se trata 
de uma espécie nativa adaptada a região (DARDENGO et al., 2016). O estudo da 
viabilidade polínica por horário para a espécie T. speciosum, realizado por Tramontin 
et al. (2019), concluiu que em todos os 24 horários avaliados, a espécie manteve 
uma alta taxa de viabilidade. Esse resultado permite inferir que a viabilidade não 
sofre com a mudança de temperatura em seu ambiente natural, logo, o horário 
de coleta dos botões fl orais não interfere no resultado da viabilidade polínica para 
espécie analisada.

O teste citoquímico indicou que grãos de pólen de T. speciosum apresentam 
tanto lipídios quanto amido como substâncias de reserva (Figura 2C e 2D). Os 
corantes utilizados, sudan IV e lugol, apresentaram valores médios de 99,65 e 
98,60% respectivamente. A fi gura 4 representa a distribuição dos grãos de pólen 
que apresentam lipídios e amido como substância de reserva, sendo que grãos de 
pólen lipídio positivo variam entre 99,2% e 100%, com distribuição positivamente 
assimétrica enquanto os grãos de pólen amido positivo variaram entre 98% e 99,2%, 
com distribuição simétrica. 
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Figura 4. Boxplots da avaliação citoquímica dos grãos de pólen de Theobroma speciosum.

A presença de lipídios no grão de pólen é extremamente importante, pois este 
é um atrativo aos polinizadores, evitando a perda de água e mantendo os grãos de 
pólen unidos durante o transporte (WANG et al., 2004).

Estudos de viabilidade polínica são fundamentais, pois quanto maior a 
viabilidade, maior a possibilidade da formação de diferentes combinações entre alelos, 
promovendo aumento da variabilidade genética que é imprescindível para a seleção 
de novos cultivares com características desejáveis. Os resultados encontrados nesta 
pesquisa são importantes para programas de melhoramento genético, considerando 
que o sucesso dos cruzamentos depende, dentre outros fatores, da escolha de 
acessos doadores de grão de pólen com alta fertilidade (SOUZA et al., 2002).

4 |  CONCLUSÃO

A avaliação da viabilidade polínica e os testes citoquímicos realizados neste 
estudo indicam que populações nativas de Theobroma speciosum, apresentam alta 
taxa de viabilidade e elevada percentagem de amido e lipídeos como substâncias 
de reserva.
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