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IMANEJO E VIABILIDADE DO POLEN DE Eu.c.a..typ:tu..s SPP.

Autora: VALDERÊS APARECIDA DRSOUSA

Orientador: Prof .• Dr. ANTONIO NATAL GONÇALVES

RESUMO
o objetivo deste trabalho foi desenvolver me-

todologia adequada para coleta, extração; armazenamento e
testes de viabilidade "in vitro" do pólen de Eu.c.a,.typtu..6 c.a.-

ma..tdu.len.6-t.o Dehn, Eu. c.a..typtu..6. gJta.nd-t.s Hill ex Maiden, Eu.c.a.lyE.

tu..6 teJte:t-tc.oJtn-t.o Sm e Eu.c.a..typ:tu..6 u.Jtophylla. ST Blake. A cole

ta do pólen foi feita em flores em antese oriundas de ramos

coletados com botões florais no início da abscisão do opérc~

10 e mantidos em recipientes com agua por 2 a 4 dias, em ca-

sa de vegetação~ Dos métodos de extração estudados: a seco,
em água, éter etílico, éter de petróleo e acetona, a extração
a seco foi o método maí.sadequado. Foram utilizadosos sequí.nt.esmé-

todos de sa:::agen:câmara seca (220C constante) estufa

e 400C constantes} e a vácuo sob sílica-gel (temperatura am-
biente). Vet:'ificou-seLnt.eraçoesentre os mesrrose as espêcí.esquanto a

porcentage.m de germinação do pólen. Apenas a secagem em es-

tufa (400C) mostrou-se prejudicial à maioria das espécies. A

velocidade de secagem das estruturas estaminais variou entre



xx.

as espécies, sendo maior para o E. LUtO phy.t.ta e E. gJtandi.ó e

menor para o E. eamaldulen.ói.ó e E. ~eJte~ieoJtni.ó. Atribuiu-

se esse comportamento a diferente natureza das espécies.

o pólen seco a vácuo, oem estufa (35 C) e sem
osecagem foi armazenado em '''freezer''(-16 C) e em refrigerador

o(4 C) em frascos de vidro (18 ml) hermeticamente fechados e

colocados dentro de dessecadores. Após três meses de armaz~
namento verificou-se que a redução de umidade desempenhou pa

pel importante na manutenção da viabilidade. A temperatura
ode -16 C foi mais adequada para o armazenamento quando acom-

panhada de redução de ,umidade do pólen. A viabilidade para
todos os ensaios foi'determinada através de testes de germi-

naçao "in vitro" empregando-se meio de cultura ã base de

ágar (0,8%) e sacarose (30%). Evidenciou-se também que a ne
cessidade de quantidades adicionais de boro e cálcio depende

de vários f~tores dificultando a determinação de uma dose
oideal. A temperatura de 25 C e umidade relativa de 99%, fo-

ram utilizadas na germinação do pólen, sendo 24 horas o pe-

ríodo considerado como o mais indicado para a avaliação de

germinação. A viabilidade foi determinada através da conta-
gem dos grãos germinados e nao germinados em microscópio
óptico com o aumento de 450 x em campos ao acaso sen-

do o procedimento mais adequado avaliar 300 grãos totais por
repetição. A análise estatísticafoi feita atravésdo x2 (qut-quadra-

do) devido a heterogeneidadedas variânciase a naturezabinomial dos
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dados. A avaliaçãodo .comprimentodo ~ tDlínico.,atravésdo método
de câmara clara rrostrounão haver o efeito dos diferentes trata

mentos de secagem, todavia detectou-se variações· existentes

entre as espécies, sendo que o E. camaldulen~~~ destacou-se

com as maiores médias. Detectou-se diferenças entre a germ!
naçao para as espécies estudadas, onde o E. camaldulen~~~

apresentou as maiores médias :para grande parte dos ensaios.
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PDLLEN HANDLING AND VIABILITY DF Eue~~yp~u~ SPP.

Author: VALDERtS APARECIDA DE SOUSA

Adviser: Praf. Dr. ANTONIO NATAL GONÇALVES

SUMMARY
The objective of this work was to develop.

adequate methodology for Eu.c.~f.yp~u..6 c.a.ma.f.du.f.e.n.6-üDehn, Eu.c.a.

f.yp~u..6 g~a.n~.6 Hill ex Maiden, Eu.c.a.f.yp~u..6~e.~e.~~c.o~n~.6 SM

and Eu.c.a.f.yp~u..6·u~ophyf.f.a. S.T. Blake pollen harvest,~action,

storage and "in vitro" viability tests.

The pollen. harvest was made from flowers at

anthesis from branches collected with flower buds at the
begginingof "the ope rcu Lum abscission and maintained in

containers with water under greenhouse conditions for 2 to
4 days. Among the pollen extraction methods utilized, dry,

water, ethyl and petroleum ether and acetone, the dry

extraction was the most adequate.

Drying before storage was made through: dry

chamber (constant 229C) , kiln (constant 3SoC and constant

°40 C) and under vacuum with silica gel (at room temperature
+ °- 25 C). It was observed that there were interaction among
methods and species in relation to the pollen germination
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opercentage, and only the drying in kiln (40 C) was harmfull

d~~ and lower for E. c~m~ldulen~~~ e E. ~e~e~~co~n~~. This

to most of the species. The drying rate of the stamen varied

among species, this was higher for E. u~oph!fll~and E. g~~n-

was attributed to the natureof the specí.es, pollen without

drying and withdryingunder vacuum with silica gel and in
o okiln (35 C) was stored in freezer (-16 C) andinrefrigerator

o(4 C) in vials (18 ml) hermeticaly tight and kept under

disiccator for 3 months. After storage it was observed that
the reduction of the moisture of the stamen wasvery~rtant

for the viability maintenance~ The storage at the freezer
o(-16 C) was themost adequate for the pollen storage when

had the previous drying.

The viabili ty test was made through the pollen

germination test "in vitro" utilizing the medium made up of

0,8% agar and 30% sucrose. The need to add boron and
calcium tothe medium depend on several factors and this
makes it difficult to determine the ,ideal amount of these
elements to be added. The pollen germination wascarriedout

ounder 25 C temperature and 99% relative moisture for 24 hours
period. This period of 24 hours was determined to be the

most indicated~ The viability was determined through the

counting of pollen grain germinated and non germinated with

the use of a microscope with 450 x magnification in fields
rarrdonly distributed. This procedure was the most adequate

to evaluate replicates of 300 pollen grains. The statistical
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analysis was rnade through the use of the x2 (chi square) due
to the heceroçení,ty of variances and the binomial nature of the da ta .
The e.raluationof the pal.Lentube lenght showed not have effa:ts of
the drying rnethods..Howe\Terthere were variations arrongspecí.es and

E. eamaiduien~~~ pollen tube showed the largerlenghts. There
were differences arnong species for the gerrnination percentage
and E. eamaiduien~~~showed higher pollen gerrnination rates.



1. INTRODUÇAO
A crescente demanda de madeira para o uso como

matéria-prima nas indústrias de compensados, aglomerados, cha
pas, celulose e papel, bem como combustível, tem levado à ne-

cessidade de reflorestamentos com espécies de rápido cresci-

mento.

No Brasil, tem-se empregado espécies exóticas

que apresentam um bom desempenho e biologicamente são mais co

nhecidas do que as espécies nativas. Os gêneros que mais se

destacam pela sua representatividade em áreas reflorestadas
são o EUQatyp~u~ e o Pinu~.

O aumento de produtividade dessas essências
florestais pode ser conseguido através de: a) expansão da

área reflorestada; b) melhoria das técnicas de manejo, bem

como do melhoramento genético do material disponível. A uti-

lização racional das áreas disponíveis, incluindo as margi-

nais, é necessário. Todavia, a adequação dessas áreas ao

desenvolvimento satisfatóriodas espécies pode não ser justi-
ficado pelo alto custo envolvido. Um das possíveis soluções
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sezLa o emprego de indivíduos selecionados, capazes de se de-

senvolverem mais adequadamente. A outra envolve a produção
de híbridos de forma a combinar diferentes características de

sejáveis em um único indivíduo, facilitando assim a adaptação

às condições especificas. Na hibridação vários caracteres

são recombinados e há a possibilidade do aparecimento de in-

divíduos que se desenvolvem melhor que as espécies paternais

em áreas marginais. Todavia, a produção de híbridos interes-

pecíficos pod e ser dificultada ou mesmo impedida quando nao
.se conhece técnicas adequadas de manejo de pólen, es pec.í aLmeq

te para o Eucatyp~u~ que apresenta uma curta longevidade sob

condições normais de ambiente e defasagem de flo~ação eviden-
te entre determinadas espécies.

Deve-se enfatizar também a importância da con-

servaçao do pólen visando aos cruzamentos controlados para a
determinação da capacidade combinatória geral e especifica.

Esse procedimento permite o esclarecimento da constituição

genética dos pomares existentes, ou ainda a formação de novos

pomares com base na seleção dos indivíduos desejados para o
melhoramento genético futuro.

Técnicas apropriadas devem ser disponíveis pa-

ra coleta, transporte, extração e armazenamento do pólen, pois
todos esses fatores são decisivos na manutenção da viabilida-
de.
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As condições de armazenamento sao primodiais

para se atingir o sucesso desejado. Dentre os fatores que

mais influenciam na longevidade do pólen durante o armazena-

mento destacam-se a umidade e a temperatura de armazenamen-

to. Essas variáveis devem ser definidas para possibilitar a

manutenção da viabilidade por um período maior possível.

Por outro lado, a avaliação adequada da viabi

lidade é imprescindível para que se tenha com segurança a veE,

dadeira qua Lí.dad e do pólen armazenado visando a poLí.n í.z aç âo

controlada.

Os objetivos deste trabalho com P9len de Euca

iljpt:.u.6 spp. são: desenvolver técnicas adequadas de coleta,

extração, armazenamento e testes de germinação.
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2. REVISÃO DE LITERATURA
2.1. FATORES QUE AFETAM A VIABILIDADE DO PÓLEN

Há uma tendência a queda do poder ger

minativo. ao longo do armazenamento. Existem vários fatores

que concorrem para a depreciação da qualidade do pólen arma-

zenado.

2.1.1.- Genêticos

Os efeitos genêticos sao evidentes na determi

naçao da longevidade.

Vários autores dentre eles, BRE-ii?BAKER(1967);

STANLEY & LINSKENS (1974); FRANKEL & GALUN (1977) citaram a

tendência para a menor viabilidade e capacidade germinat!
va do grão de pólen trinucleado em relação ao binucleado.

Dentre as possíveis explicações para o fato BREWBAKER (1967),
citou que a segunda divisão meiótica priva o grão de pólen de

reservas suficientes para propiciar uma boa longevidade e

germinação. Apesar de GOSS (1968) afirmar não se conhecer
as mudanças do metabolismo associadas à germinação e longev!

dade do pólen trinucleado, KIRBY & SMITH (1974) chegaram a
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conclusão de que as proteínas, carboidratos e compostos to-

tais extraídos variam entre os dois tipos de pólen . (Tabela

1) •

Tabela 1. Diferenças quantitativas existentes entre os comp~
nentes do pólen binucleado e trinucleado.

Condiçõesnucleares Binuclear Trinuclear

- llg/106 grãos de pólen -
carboidratos
( a naftol) 9,40 ± 1,83** +5,75 - 1,83
Proteínas (extraídas
palo rnétcx:1o de IDwry) +4,98 0,57** +3,85 0,57
catpJstostotais ex-
taídos 370,97± 20,97** 330,15± 20,48
(basepeso seco)

Fonte: KIRBY & SMITH (1974)
Significânc{a ** = 0,01
OBS.: resultados da análise para 42 espécies de angiospermas

representando 25 famílias.

A análise mostrou diferenças significativas e~

tre as condições binucleares e trinucleares com resp~ito aos

compostos totais extraídos da parede, bem como carboidratos

e proteínas. Ficou evidente uma maior quantidade de compos-

tos de superfície nos pólens binucleados.

Tem-se observado respostas diferenciadas das

espeo i.e s em relação ao armazenamento em função da própria com
posição do pólen, dentre outros fatores.
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2.1.2. Fisiológicos

Durante. o armazenamento do pólen podem ocor-

rer a1te:cações fisiológicas que concorrem para o decréscimo

da viabilidade. Algumas mudanças são destacadas por STANLEY

& LINSKENS (1974) tais como: alteração na velocidade de res-
piração e conversão dos açúcares em ácidos orgânicos, acÚIDu-

10 dos produtos metabólicos secundários (ácidos orgânicos) ,

alteração dos lipídeos da exina do pólen. Harrington1 e
King2, citados por WANG (1975) acrescent.aram..a esses fatores

a auto-oxidaçãodos 1ipídeos, a possível inativação das enzi-

mas, hormônios de crescimento e ácido pantotênicq- e ainda da

nos causados por dessecação.

o estado nutriciona1 da planta fornecedora de
pólen é também um fator a ser considerado. STANLEY & LINS-
KENS (1974)- evidenciaramque a nutrição mineral da planta du-
rante o desenvolvimento do pólen pode afetar a longevidade.
Destacam a sensibilidade que as anteras apresentam ao boro.
Enfatizam que a ausência desse elemento pode levar os teci-
dos da camada da esporogênese ao colapso, de forma a induzir

1 HARRINGTON, J.F. Seed and pollen storage. In: FRANKEL, ~
K. & BENNET, E. Genetic resources in plants - their
exploration and conservation. Oxford, Blackwell, 1970.
p.469-89.

2 KING, J.R. The storage of pollen-particularlyby the free-
zedrying method. Bull. Torrey Bot. Club., 92:270 - 87,
1965.
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uma concentração nuclear anormal causada·pela inibição da

divisão nuclear. A formação da parede pode ser impedida e

em muitos casos ocorrer a desintegração da célula. Salien-

tam ainda que pode ocorrer a produção de pólen anormal mes-
mo...quando a parede da antera continue crescendo e o saco

embrionário parece inafetado.

2.1.3. Umidade do pólen e umidade relativa

durante o armazenamento

o teor de umidade do pólen é um dos fatores

mais importantes envolvendo o armazenamento e normalmente en

contra-se negativamente relacionado à longevidade.vários tr~

balhos enfatizam a necessidade de redução do teor de umidade

CSTANLEY & LINSKENS, 1974; MATTHEWS & KRAUS, 1981; M.ARTINS
et alii, 1981), já que nesse procedimento reduz-se a ativida
de metabólica e também a ação de microorganismos como fungos

e bactérias.

Muitos estudos têm sido conduzidos no sentido

de determinar o teor de umidade adequado ao armazename~

to. SPRAGUE & JOHNSON (1977) verificaram em seus estudos que

a umidade inicial constituiu-se no fator mais importante pa-

ra o armazenamento bem sucedido. Afirmam que o baixo teor

de umidade do pólen (8 a 10%) propicia um bom armazenamento
independente do método empregado. GODDARD & MATTHEWS (1981)

enfatizam que o teor de umidade do pólen deve ser reduzido
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de 9 a 10% para proceder-se ao armazenamento sob refrigera-

çao ou temperaturas mais drásticas.

Em estudos conduzidos com pólen de milho BAR-
NABÃS (1985) verificou que a maioria dos grãos de pólen ob-

servados sobreviveram a uma redução de umidade equivalente a
50% sem a perda de suas funçõesnormais.Com redução superior a

esse nível houve a morte dos grãos de pólen menos vigorosos

dado. A intensidade de secagem necessária de acordo com

.ou perda da capacidade de formar tubo polínico.

HAUNOLD & STANWOOD (1985) armazenaram o polén
de lúpulo com umidade em torno de 10%.

A importância da redução de umidade é enfatiza
da para armazenamentos a curto prazo. SNYDER & CLAUSEN
(1974) destacam que para preservar a viabilidade do pólen

mesmo por algumas semanas é necessário reduzir a umidade.

o teor' ideal varia para cada caso estu-

SNYDER & CLAUSEN (1974) depende da espécie e do método de ar

mazenamento empregado. Por exemplo, MATTHEWS & KRAUS (1981)
osalientam que para o armazenamento em "freezer" (-20 C) há ne-

cessidade de secar o pólen adequadamente. A presença de al-

to teor de umidade poderá conduzir à formação de gelo intra-

celular que implicará na ruptura da parede celular. Deve-se
atentar para o nível de desidratação que cada espécie pode

suportar. STANLEY & LINSKENS (1974) destacam que nem todo
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pólen pode ser submetido a um nível de umidade muito baixo.
Salienta que para espicies de TulLpa, Plan~ago medLa, ClLvLa

cu~culu~ e Pa~na~~La, a água contida não deve ultrapassar o

nível crítico de umidade que i 40%. Já SPRAGUE .__ &

(1981) evidenciam que para o pólen de C~Lp~omeJtLa, La~Lx

SNYDER

e

Pinu~ a umidade máxima deve ser de 10%, acima da qual o ~po-

len será danificado com conseqüente redução de viabilidade.

Deve-se ter muita precauçao com a desidratação

do pólen trinucleado. De acordo com os vários trabalhos ao

desidratar o pólen trinucleado os componentes nucleares das

cilulas masculinas podem ser danificadas provoca~douma redu-

ção da viabilidade.

Vários mitodos sao empregados para se conse-

guir a redução de umidade desejada. A secagem a vácuo i ti-

da como um mitodo simples e rápido, sendo recomendado por v~
rios autores. como FRANKEL & GALUN (1977) -e MATTHEWS & KRAUS
(1981) .

Snyder3, citado por DORMAN (1976) detectou que

o dessecamento do pólen por 15 minutos atravis devácuo (apr~

ximadamente 5 mm de Hg) proporcionou a redução de umidade ao

nível adequado, enfatizando tambim a conveniência do desse-

cante sílica-ge1. Acrescentam SPRAGUE & SNYDER (1981) que

após 15 minutos o pólen de pinho apresentou um conteúdo de

3 SNYDER, E. Extracting, processing and storing southern
pine po11en. Washington, USDA. Forest Service, 1961.
14p.
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umidade entre 11 e 14% a qual constitui-se em uma umidade se-

gura para armaz enamento em refrigerador. No entanto, para o
arinazenamento em IIfreezerll haveria necessidade de desidratar

o pólen por 30 minutos.

Por sua vez AHLGREN & AHLGREN (1978) armaze-

naram o pólen de P~nu~ ~~~obu~ com sucesso durante 8 anos

após tê-lo submetido à dessecação sobre sílica-gel em um con

gelador por 48 horas~ Como parte do processo aplicaram vá-
cuo de 2mm de Hg por um período de 20 a 30 minutos e armaze-

onaram o pólen em ampolas à temperatura de 5 C. Não .detecta-

ramredução ria produção de sementes viáveis formadasa partir
do pSlen armazenadoFOr _8 anos. A reduçãode umidade atravésde sílica-

gel, da combinaçãode vácuo cem sílica-gele ácidos corroagente desidra-

tante é enfatizadaem diversostrabalhos. ° ácido sulfúricoé destacado

por DUFFIELD&.SNOW (1941). Os autores obtiveram melhores resul
tados quando armazenaram o pólen sobre esse ácido a umidade

orelativa de 50% e temperatura de 2 C por um ano. Sob essas

condições a umidade do pólen permaneceu em torno de 20%. Tam

bém M.ATTHEWS & KRAUS (1981) destacam o emprego do ácido sul-

fúrico no armazenamento do pólen de espécies florestais.

Afirmam que ao empregar-se um solução de gravidade específi-

ca 1,5 o pólen atingiria um conteúdo de umidade de 15%. To-
davia, GODDARD & MATTHEW5 (1981) alertam para o fato de que

o ácido sulfúrico sendo volátil pode emitir 5°2 e 5°3 de mo-



11.

do a afetar a germinação do pólen. Ainda os mesmos autores

destacam a utilização do cloreto de cálcio como agente desi-
dratante.

A liofilização constitui-se em um importante

método de redução de umidade. De acordo com STANLEY & LINS-

°KENS (1974) esta consiste na redução de temperatura de -60 C
°a -80 C, seguido por aplicação de vácuo de 50 - 250 mm de Hg

para remover a água por sublimação. O pólen liofilizado po-

de então ser armazenado sob diversas condições,que podem
ser: temperatura ambiente, nitrogênio ou vácuo. Todavia, d~

ve-se considerar a necessidade de reumidificar o pólen para

avaliar a viabilidade. DUFFIELD & SNOW (1941) destacam que

a germinação do pólen armazenado com baixo teor de água foi.
incrementada pela exposiçãoà. umidade relativade 75% e 4°C por 12
horas.. WANG (1975) cita o armazenamento bem suce

didode pól~n liofilizado para várias espécies florestais.
LIVINGSTON & CHING (1967) empregaram também com sucesso a li~

filização para o pólen de P~eudo~~uga menz~e~~~ (Mirb)Franco
e conseguiram manter a viabilidade por mais de dois anos.

O processo de liofilização deve, no entanto,

ser muito bem conhecido para a sua aplicação adequada, espe-
cialmente com respeito à velocidade de congelamento. A mes-

ma deve ser baixa inicialmente, de forma que a cristalização
seja predominante ou completamente extracelular, antes da

nucleação de cristal tornar-se geral.
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Antes, porém, de se aplicar qualquer tratamen

to de secagem é necessário verificar o seu efeito sobre a
viabilidade do pólen. FARMER JR. & HAIL (1974). avaliaram o efei-

to da secagem a vácuo, sobre a germinação do pólen de P~unu~

~e~ot~n~ Ehrh. antes do armazenamento. Concluíram não haver

qualquer efeito em comparaçao com o pólen recém-colhido.

A determinação precisa da umidade é necessária

para se efetuar um trabalho de secagem adequado. A mesma p~

de ser feita por vários métodos. GODDARD & MATTHEWS (1981),

sugerirama determinação através da pesagem de 1 grama de pó-

len. Colocando-se o material em estufa, procede-se a pesa-

gem e à medida que o mesmo, vai secando utiliza-se a perda de
peso .parase detenninar.aumidade. SNYDER & CLAUSEN (1974) s.a+

lientam, todavia, que a determinação do conteGdo ideal de
umidade do p<?len para armazenamento requer medidas precisas.

Enfatizam que deve-se ter precauçao quanto a utilização do
método da pesagem de 1 ou 2 gramas seguida da permanência em
estufa hora. Acontece ~ temperaturas mais ele-por urna que as

qual urna lâmpada aquecida de 4,5 watts é acionada por sete

vadas pode ocorrer a volatilização de outras
além da água.

substâncias

Ainda com respeito a determinação da umidade
do pólen GODDARD & MATTHEWS (1981) citaramo aparelho Ohaus no
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minutos sendo que a porcentagem de umidade é lida diretarnen-

te na escala óptica.

Existem vários outros processos destrutivos

para determinação de umidade, entretanto merece destaque o

método de Jensen4, citado por GODDARD & MATTHEWS (1981). Es

se método permite determinar a umidade de pequenas quantida-

des de pólen, apresentando boa precisão. O aparelho utiliz~
do mede o conteúdo absoluto de umidade de uma amostra subme-

tida a vácuo profundo. A pressão de vapor é liberadaoe con-

densada como gelo. Quando o gelo evaporado sistemacausa urna

pressao de volume conhecido. Essa pressão resultante é pro-

porcional à massa de água liberada, sendo medida em seguida
por um manômetro à óleo.

A umidade relativa durante o armazenamento ~e

tida corno um dos principais fatores relacionados à longevida

de. A mesma encontra-se diretamente relacionada a umidade
de equilíbrio apresentada pelo pólen durante .a estdcagem .

DUFFIELD & SNOW (1941) relatam o armazenamento de Pinu~ spp.

onde os resultados de um ano .de experimento envolvendo qua-

tro níveis de umidade relativa e de temperatura rnostra-
ram que a umidade relativa de 50% oetemperatura de O a

4 JENSEN, C.J. Some factors influencing survival oÍ pollen
storage procedures. In: IUFRO WORKING GROUP MEETING
SEXUAL REPRODUCTION FOREST TREES. Varparanta, 1970.
18p.
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o4 C, o pólen de P-<-n.u.ó éJ:t!w·bu.óe p;z.n.u.ó Ite..ó-<-n.o.óa. apresentaram'

germinaçio superior a 80%.. Nio houve diferença significati-
va entre o pólen de arnbas a.s espécies. Detectaram ainda, re

duçâo na germinaçio, tendo- .a.tLnq Ldo aproximadamente' zero pa-

ra aS'umidades relativas entre O a 10% sob temperaturas de
o30 C e ambiente. A umidade ~esejada foi conseguida por meio

de ácido sulfúrico. WORSLEY (1958) l;:elatouo armazenamento de
pólen de .P-<-n.u.ó bem sucedido a umidade relativa de 25%.

A influência da umidade relativa foi estudada
por LANNER (1962) para 9 'espécies de p-<-nu.ó, Ab-<-e..ó, P.óe.udo~.ó~

ga. e Ce.dltu.ó. O autor empregou dessecadores padrões em câma-

dade relativa, maior tempo' era gasto para o pólen perder a

ra com umidade controlada. Observou que quanto maior a umi

umidade. O tempo necessário para o pólen atingir a umidade

de equilíbrio dependeu principalmente da diferença entre o

conteúdo de pmidade inicial e o conteúdo de umidade de equi-

líbrio a ser atingido.

Em revisão detalhada· sobre o efeito da umida-
de relativa na longevidade STANLEY & LINSKENS (1974) eviden-

ciaram que a longevidade é maior para umidade entre 6 e 60%.

No entanto, detectou-se casos onde várias espécies germina -

ram melhor a 0,005% de umidade do que a 30%. Todavia, é im-

portante atentar para a observação de que nem todas as espe-
cies podem suportar níveis tão baixos de umidade.
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WANG (1975) relatou bons resultados em Petawawa

com a conservaç~o do p61en de Pi~ea abie~, P. galuca, P. ma-

JtiaYl.a (Mill) B.S.P., P. Jtub eYl.~Sarg. e P. maJt-taYl.ax P. Jtub eYl.~
por um período de 11 a 13 anos, em recipientes tamponados

com algod~o e mantidosem dessecadores sobre silica-gel (umida-
ode relativa de O a 1%) e temperatura de -18 C.

A longevidade do p61en que requer alta umida-

de normalmente e menor do que a longevidade daquele que per-

omite uma maior reduç~o de umidade (SNYDER & CLAUSEN, 1974).

Por sua vez, WORSLEY (1959) citou que o p61en de muitas espé-
cies (A. amabili~, A. COYl.coloJt var.lowiaYl.a,· LaJtix l ep.t.ot:e-

li~, Picea bJteweJtiaYl.a, P. ~mi-thiaYl.a, P. co Yl.-toJt-ta, P. mugo,

P. Yl.igJta, P. peuQa, P. pOYl.deJto~a, P. ~-tJtobu~ e P. ~ilve~-
o

-tJti~) pode ser armazenado a O C sob umidades relativas entre

10 e 25%, conseguidas por meio de ácido sulfúrico. Neste

caso, a pe~da de viabilidade n~o é alta.

o armazenamento segundo WRIGHT (1976) pode
ser feito de forma que o p6len seja colocado em frascos tam-
ponados com algod~o a umidade relativa de 25% ou menos e

° °temperatura de 3 a 4 C, ou de -10 a. -20 C quando dispon!
veis. Já HENNY (1978) armazenou p6len de Spa-thiphyllum 6lo-

JtibuYl.dum (Linden e Andrade) N.E. Br. e VJt,i.e.~amalziYl.e.i E.

Merr a 7°C e 23°C com umidade relativa de 10, 35, 65 e 90%.
A germinação ótima do pólen para ambas as espécies ocorreu

ocom o armazenamento a 7 C e 65% de umidade relativa. O arma
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zenamento do pólen de framboesa foi feito por OTTERBACHER et
alii (1983) à baixa temperatura em caixas contendo uma cama-

da de cloreto de cálcio. ° pólen permaneceu·viável por mais
de 4 anos. Por sua vez, AKORODA (1983) estocou grãos 1e pó-

len de V~~co~ea ~o~unda~a sob várias combinações de umidade

relativa e temperatura. ° pólen armazenado a 0% de umidade
orelativa e -5 C permaneceu altamente viável por mais de um

ano.

dade em ·refrigerador(O a
Com respeito ao controle mais preciso de umi~

o
5 C) SNYDER & CLAUSEN (1974)afiE

mam que o mesmo pode ser conseguido no laboratório por meio

de dessECadoresconte:ldosoluçõessaturadasde sais e enfatizam que

pode-se atingir uma faixa de umidade relativa com
como segue:

Sal Umidade relativa de
(% )

14
24
35
40

47
60
60
75
83

Li Cl . H20

K2C2H302

MgCl2·6H20

CaCl2·6H20

K2C03·2H20

Mg(N03)2·6H20

Na2Cr207. H20

NaCl

(NH4) 2S04

soluções

o
2 a 5 C
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Acrescentam que outros dois sais que podem ser

utilizados sao o NaOH e Znct.l1!2H20. Esses sais utilizados a
o

20 C propiciam as seguintes umidades relativas:

Sal Umidade relativa (%)
a 200C

6

10
NaOH
ZnCl~11/2Hio

Cada' sal propicia, portanto, uma umidade re-

lativa especifica com a qual o teor de umidade do pólen even

tualmente atingirá o equilíbrio.

'2.~. 4. Temperatura de armazenamento

As condições de armazenamento vao determinar

o sucesso no processo de co~servaçao do pólen. Existem mui-
tos fatores externos que influenciam negativamente na longe-

vidade, dentre eles: temperatura, atmosfera que envolve o p~

len (umidade relativa, concentração de gases), etc. A temp~

ratura,. bem como o conteúdo de umidade são os princi-
pais fatores a serem considerados.

o emprego de baixas temperaturas normalmente

encontra-se ligado a redução do metabolismo do pólen, o que
propicia uma maior longevidade.

Pode-se conseguir temperaturas reduzidas atr~
ves de refrigeradores e ",freezers",que são de fácil acesso,e de
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outros métodos mais sofisticados corno gases liquefeitos. A

decisão com respeito ao método empregado dependerá do objeti

vo do armazenarnento, bem corno da característica da espécie

trabalhada. Por exemplo: o emprego de gases liquefeitos pa-

ra armazenamento a prazos mais longos exige um alto nível

de desidratação, por outro lado, existem pólens que nao su-

portam o nível de desidratação necessário para:isso.

SCHOENIKE & STEWART (1963") armazenaram o pólen
de P. ba.rtk..ó-i..a.rta. Lamb., P-i..c.e.a. gta.uc.a. (Moench) Voss e P. a.b-i..e..ó

o(L.) Karst por 5 anos sob temperatura de 4 C. Ainda FARMER
& HALL (1974) armazenaram por 30 meses o pólen de P~Urtu.ó .óe.-

o o o
~ot-i..rta. Ehrh sob temperaturas de: 3 C, -30 C e 2lC. Todavia,

o pólen seco a vácuo perdeu completamente a viabilidade a

temperatura ambiente. YANG (1983) observou que o pólen de
Ac.t-i..rt-i..d-i..a. c.h-i..e.rte.rt.ó-i...ó e Ac.t-i..rt-i..d-i..a. e.~-i..a.rttha. armazenado à tempe

oratura ambiente (18 a 26 C) durante 8 dias perdeu a viabili-
dade. Entretanto, afirma que dentro do dessecador com síli-

ca-gel o mesmo permaneceu viável por aproximadamente 100
dias. Verificou também que o armazenamento à temperatura e~

o otre -10 C e -20 C por 24 meses propiciou alto índice de via-

bilidade para ambas as espécies.

o pólen de alface foi armazenado por EENIK
o o(1983) à temperatura ambiente (20 C) I refrigerador (4 C) e

o"freezer"(-18 C). O autor detectou a perda de viabilidade em



19.

2 dias a temperatura ambientei já no refrigerador isto se
deu em 4 dias. Em estudos de armazenamento para o pólen de

silva PERRY & MOORE (1985) observaram que a germinação de-
cresceu linearmente com o incremento do tempo. O período n~

cessário para atingir 50% de inviabilidade variou entre cul-

tivares de 2,5 a 10 dias. O armazenamento à temperatura de
o6 C dobrou o tempo necessário para atingir 50% de inviabili-

dade. O pólen de lúpulo foi armazenado por HAUNOLD & STANW:OD
o o(1985) em refrigerador (3 C), em "freezer"(-18 C) e em nitro-

ogênio líquido (-196 C). Os autores observaram que o pólen
. oarmazenado a -18 C sofreu uma redução de viabilidade de apro-

ximadamente 50% depois de um ano, enquanto o pólen armazena-
odo a 3 C tornou-se completamente inviável em um ano.

O armazenamento sob baixas temperaturas conse
guidas pelo emprego de gases liquefeitos tem sido destacado

em muitos trabalhos, especialmente em nitrogênio líquido. As

temperaturas· muito baixas (entre -180oC e -27loC) de acordo

com STANLEY & LINSKENS (1974) reduzem a atividade citoplasm~
tica a praticamente zero. Dessa forma, o pólen pode ser

armazenado por um longo período de tempo. Citam ainda

estudos indicando que o pólen de Lup~nu~ preservado a

-180oC poderia permanecer inalterado e vivo por mais ou

menos um milhão de anos. Em seus estudos a respeito de arm~
zenamento do pólen em nitrogênio líquido (-196oC) LIVINGSTON

& CHING (1967) destacam que dois pesquisadores japoneses man

tiveram viável o pólen de 30 angiospermas por um período de
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5 a 7 anos. Verificaram que grande parte do- pólen manteve

o seu poder germinativo mesmo à umidade entre 10 e 23%. Ain

da GANESHAN (1985) e HAUNOLD & STANWOOD (1985) destacam o ar

t interessante acrescentar que nao se tem de-

mazenamento de pólen bem sucedido em nitrogênio líquido.

Tem-se utilizado o vacuo para conservar o po-

tectado o efeito inicial do nitrogênio líquido na germinação.

PARFITT & ALMEHDI (1983) em testes para detectar o efeito do
ocongelamento em nitrogênio líquido a -196 C visando o armaze

namento não detectaram diferença na viabilidade entre pólen

tratado e não tratado.

2.1.5. Composição da atmosfera

Um outro fator importante a ser destacado no

armazenamento de pólen é a composição da atmosfera que o en

volve. Verifica-se que a redução ou acréscimo de certos ga-

ses pode concorrer para uma maior longevidade.

STANLEY & LINSKENS (1974), em revisão detalha'
da a este respeito, detectaram em grande nGmero de trabalhos

que a presença de CO2 e N2 incrementou a longevidade do po-

len. Todavia, a presença do oxigênio foi.indesejável e o em-

prego do vácuo tem sido bem sucedido para superar o problema.

len de várias espécies como; Ci~~u~, Lilium, Py~u~, Pinu~ n~

S/ta e Be.~u.e.a vQ.JtJwc.o,sa. No entanto, STAJ.\ILEY& LINSKENS(1974)
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citam que muitos autores observaram existir pólen que nao su

porta o armazenamento à pressão reduzida, como é o caso de
Ho~deum, Anti~~hinum, Saeeha~um e CinehDna.

MATTHEWS & KRAUS (1981) relataram que as pes-

quisas conduzidas na Carolina do Norte mostraram ser o arma-

zenamento do pólen a vacuo mais eficiente. Por outro lado,
SABAR & SPIEGEL-ROY (1980) armazenaram pólen de Cit~u/.)~e:ti-

eulata (Blanco) e Ponei~u/.)t~i6oliata (C.) em atmosfera de
oN2 ou C02 e temperatura de -18 C.

Em estudos feitos. com Pinu/.)STANLEY & LINSKENS

(1974) observaram que ocorreu germinação depois dê 2 anos e

meio, quando o pólen foi armazenado sob vácuo à temperatura
o _ 0_

de 5 C. Todavia, o polen armazenado a 5 C sem vacuo sobrevi
veu somente 378 dias.

A contaminação do pólen é um fator negativo

2.1.6. Infecção por microorganismos

na conservaçao. STANLEY & LINSKENS (1974), revisando este
assunto, verificaram que muitos trabalhos enfatizam o probl~

ma da infecção por fungos. A influência exercida pode ser
direta ou indireta. Indiretamente, pode acarretar .·mudanças

quimicas dos colóides ou a inibição de enzimas como amilases

infecção por fungos.

e invertases. Também é enfatizado o efeito destrutivo da luz
ultra-violeta sobre a viabilidade do pólen na prevenção de
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2.2 .. TÉCNICAS DE ARMAZENAMENTO

o armazenamento como meio de manutenção da

viabilidade do pólen é uma ferramenta valiosa empregada pe-
los melhoristas e geneticistas.

Para fins didáticos pode-se dividí-lo em dois

tipos, a curto e longo prazos. Segundo WANG (1975) normal-

mente procede-se ao armazenamento a curto prazo visando aos

estudos de genética e melhoramento e a longo prazo para con-

servação genética. O autor refere-se ainda em seu trabalho
a preocupação quanto a ocorrência de alterações' que podem le

var após muitos anos a populações geneticamente diferentes

das originais.

Por sua vez MATTHEWS & KRAUS (1981) citaram ~~e

para ambos os tipos de armazenamento a maior preocupação co~

siste na redução do teor de umidade e temperatura mantendo-
as sem flutuação.

Conhecendo-se os fatores que podem afetar a

longevidade do pólen tem-se procurado utilizar métodos de
armazenamento de forma que esses fatores interfiram o mínimo

possível nos propósitos de conservação.

A maioria dos métodos empregados envolvem a

redução do teor de umidade e manutenção do pólen à baixa tem



Uma outra técnica que tem sido empregada no
armazenamento consiste no uso de solventes orgânicos. Essa

técnica foi apresentada por STANLEY & LINSKENS (1974) como

um meio de superar o problema de se manter uma umidade rela-

tiva específica, sendo empregada com sucesso no transporte
do pólen, sem a necessidade de gelo seco ou refrigeração. S~
lientam que_a mesma não é de uso geral, mas em alguns casos

poderá constituir-se em um método de armazenamento fácil, es
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peratura, de forma que as -flutuações das mesmas sejam evita-

das.

Como foi destacado anteriormente, tem-se em-

pregado comfreqüéncia o armazenamento em refrigerador e
"freezer". No entanto, ultimamente tem-se desenvolvido méto-

dos de conservação em gases liquefeitos (temperaturas extre-

mamente baixas) .

SNYDER & CLAUSEN (1974) armazenaram o pólen em

ampolas visando a obtenção de um meio adequado para manter
a viabilidade do mesmo durante o transporte, quando o contro

le de temperatura e umidade não é possível. Evidenciaram

ainda que um procedimento alternativo envolve o acréscimo. de
·nitrogênio líquido às ampolas seguido pelo fechamento das

mesmas à pressão ambiental. Enfatizaram que, embora o trans

porte das ampolas sob vacuoseja praticável para algumas es-

pécies, os resultados medíocres obtidos e o alto custo nao
justificam o uso desse método para o armazenamento em geral.
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pecialmente quando pretende-se fazer a'polinização manual e

também nos casos em que o pólen apresenta uma superfície vi~
cosa. Afirmam que este tipo dearmazenamento não é empregado

para todo tipo de pólen. Por isso, cada solvente deve ser

testado individualmente para as espécies de interesse. Estu-
dando o pólen de I~i~ en~~~~ Thunb. YABUYA et ali i (1982) ob

servaram que a germinação, bem como o crescimento do tubo p~

línico não foram alterados quando mergulhou-se o pólen em
certos solventes, dentre eles: acetona, acetonitrila, éter

etilíco, éter de petróleo, etc. Já para outros solventes

tais como: n-butil, acetoetil, xileno, tolueno, butanol, cl~

à temperatura de 4 a o6 C em álcool amílico e benzeno,

reto de metileno, etanol e metanol observaram um .-decréscimo

na germinação. Já AGARWAL (1983) armazenou pólen de videira

após
6 meses observou germinação de 57,9% e 50,71%, respectivame~
te. Ressaltam ainda STANLEY & LINSKENS (1974) que uma ou-

tra vantagem de se empregar solventes orgânicos refere-se aos
baixos custos envolvidos para certos produtos como acetona,
benzeno e éter de petróleo.

SPRAGUE (1977) destacou cí.nco métodos de arma-

zenamento do pólen que são utilizados na Carolina do Norte:

cuo

o- armazenamento em refrigerador a 2 C sob vá-
cuo

o- armazenamento em "freezer" à -20 C sob va-
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o- armazenamento em refrigerador a 2 C em frascos ta
pados com borracha

- armazenamento em frascos' tapados com algodão a
o2 C

- armazenamento em frascos tapados com algodão em
odessecador com LiCl a 2 C.

'Salientou o autor que os resultados indicaram

ser o m~todo do vicuo o mais efetivo: os frascos tapados com

2.3,. TESTES DE VIABILIDADE DO PÓLEN

borracha e os vedados com algodão ,cornointermediirios, e o

método do dessecador com LiCl como o menos efetivo.

Qualquer que seja o teste de viabilidade em-

pregado, o mesmo deve avaliar com precisão a potencialidade

do grão de pólen recém-colhido e armazenado .. Pode-se classi

ficar os m~todos bisicos de avaliação do pólen em dois ti-

pos: "in vivo" e "in vi tro" .

2.3.1. Testes "in vivo"

No teste de germinação "in vivo" deposita-se

o grão de pólen em um estigma receptivo e, após um determina

& LINSKENS, 1974). Os mesmos autores citam situações obser-

do período de tempo, destaca-se o estilete e em seguida pro-

cede-se a contagem do número de tubos que penetraram no estig-
ma. Compara-se em seguida ao numero total de grãos (STANLEY
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vadas por outros pesquisad~res que podem dificultar a prãti-

ca do método de germinação "in vivo":

- dificuldade de penetração do tubo polinico na su-
perficie estigmãtica devido a superficie cuticular.

- a presença de ãgua no estigma pode levar o pólen à
ruptura, de forma que o mesmo não germina conse-
qüentemente.

- quando o estigma nao se encontra receptivo ou qua~
do hã incompatibilidade genética entre o pólen e o
pistilo.

a aplicação de uma concentração alta do pólen pode
inibir a penetração do tubo polinico no"estilete.

- a ocorrência de uma queda acentuada na temperatura
pode modificar drasticamente a germinação do pólen
"in vivo" e conduzir a uma viabilidade aparenteme~
te baixa.

- dificuldade de se identificar os tubos
dos grãos germinados no estigma.

polinicos

A capacidade do pólen produzir sementes, se-

gundo STANLEY & LINSKENS (1974), pode ser utilizada como cri
tério de viabilidade. Citaram o tempo como um dos fatores que

influenciam na opção por esse teste. Para pinho são necessá

rios 20 meses e para muitas angiospermas de 1 a 3 meses.
Além do mais a interferência de substâncias e outros blo-
queios para o crescimento normal do pólen pode resultar em
um índice de viabilidade não confiável.
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Fatores corno número·de óvulo disponível para·

fertilização, quantidade de pólen aplicado à superfície es-
tigrnáticae período do dia para ap l í caçâc sâo todos estatisti

carnente importantes nos ensaios de viabilidade. de Ze.a. ma qs '

(fatores observados por vários autores citados por STANLEY &

LINSKENS, 1974).

2.3.2. Testes "in vitro"

Segundo HESLOP-HARRISON & HESLOP-HARRISON

(1984~ os mitodos utilizados para avaliação dá qualidade do

pólen "in vitro" são:

a) teste de germinação i

b) teste do conteúdo de cilulas vegetativas com co-
rantesi

c) testes de atividades enzimáticas e procedimento
fluorocromático (FCR) , principalmente com testes
dé integridade da membrana plasmática da célula.

Face a maior utilização de testes de germina-

ção "in vitro" e corantes específicos para avaliação de via-

bilidade do pólen passaremos à análise mais detalhada.

2.3.2.1. Germinação

são conhecidos vários métodos de germinação

"in vitro" STABLEY & LINSKENS (1974) descreveram urna série

deles. Merece destaque, no entanto, o meio de germinação
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contendo ágar, ou gelatina. Trata-se de um meio bastante em

pregado. Os estudos revelam que o mesmo é muito atrativo

uma vez que oferece facilidade à incorporação de açúcar ou

outros estimulantes à germinação do pólen, além de proporcio

nar umidade relativa constante. Os autores acrescentam a

isso a observação com respeito a facilidade de manejo das
lâminas e a possibilidade de preparar quantidades permanen-

tes. Destacam que as condições aeróbicas na superfície da

lâmina são muito convenientes. FARMER JR. & HALL (1974) uti-
lizaram para testes de germinação "in vitro" de Pttunu.õ .6etto-

;ti.na. Ehrn. o meio com ágar devido a facilidade de manuseio.

Vários estudos têm sido conduzidos·no sentido

de determinar qualitativa e quantitativamente os componentes

necessários para a melhor composição do meio de cultura para

a germinação do grão de pólen. Os componentes são constituí

dos basicamente por carboidratos e elementos estimulantes.

A necessidade de uma fonte de carboidrato e
evidente na maioria das vezes. Ocorrem apenas alguns casos

como o Pinu.6, citado por DORMAN (1976), em que o pólen germi

na so em agua destilada, sem a necessidade de outros aditi-

DuffieldS, citado por KLAEHN & NEU (1960)afir

vos.

5 DUFFIELD, J.W. Studies of extraction, starage and testing
af pine pallen. Z. Farstgenetik, 2:39-45, 1954.
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ma que o grao de pólen, a exemplo das sementes apresenta
considerável quantidade de reservas na forma de carboidrato

ou gordura. Este alimento é, segundo o autor, na maioria das

vezes suficiente para o crescimento inicial do tubo polínico,

mas há a necessidade de fontes externas para manter o cresci

mento posterior.

Dois papéis sao atribuídos aos açucares

(BH.oJWANI & BHATNAGAR, 1974): (a) exercem o controle da pres-

são osmótica; (b) servem corno substrato respiratório. Os
autores enfatizam que o pólen de muitas espécies pode rom-

per-se quando colocadona.água. O emprego de·uma determina-

da quantidade de açúcar limita a taxa de difusão da água,

evitando dessa forma o rompimento do pólen. Afirmam ainda

que dos açúcares testados para promover a germinação e cres-
cimento do tubo polínico, a. sacarose (açúcar presente na

maioria dos pólens) é o mais efetivo.

KLAEHN & NEU (1960) verificaram que o melhor

meio de germinação é composto de 10% de sacarose para P~unu~

~e~oz~na e Populu~ z~emulo~de~. Em revisão detalhada de va-

rios trabalhos DIAVANSHIR & FECHNER (1975) encontraram que
soluções aquosas de menos de 20% de sacarose estimularam a

germinação do pólen de P~nu~, P~eea e Ab~e~, os mesmos auto-

res detectaram que o melhor meio de cultura para a germina-
çao do pólen e crescimento do tubo polínico foi constituído
de 10% de sacarose e 0,5% de ágar. Por sua vez WRIGHT( 1976)
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recomendou que o teste de germinação seja feito em um meio

de cultura contendo ágar 2% e sacarose de 5 a 10%.

o método de germinação utilizado na Carolina

do Norte, de acordo com SPRAGUE(1977), envolve o uso de uma

solução de mel sobre o qual o pólen é esborrifado para germi
naçao.STANLEY & LINSKENS (1974), no entanto, destacam ob-

servações com respeito ao emprego de lactose animal. Com es

te tipo de carboidrato, segundo os autores, o pólen pode me-
tabolizar mais rapidamente,. propiciando uma pressao osmótica

.adequada ao crescimento do tubo polínico.

Um fato interessante obServado por"SNYDER &

CLAUSEN (1974) é que a concentraçãoótirna de açúcar visando a
germinação do pólen de P-i.n.u..6 e P-i.c.e.a. incrementou de 3% para
20% quando o pólen foi armazenado por 6 meses.

~ importante salientar que todos os testes de
germinação conhecidos para o Eu.c.a.typ~u..6 envolve o uso de sa-

carose, a saber: BODEN (1958); GABRIELLI et alii (1965)

e BORGES st alii (1973). Além do mais, tem-se fixado deter-
minada dose de sacarose para avaliar o pólen recém-colhido e
armazenado por diferentes períodos.

o acréscimo ao meio de germinação de elemen-
tos como boro, cálcio, hormônios e enzimas tem desempenhado
papel fundamental na germinação do pólen em certos testes de
viabilidade.
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o efeito estimulante do boro tem sido observa

do há tempo. Segundo BHOJWANI & BHATNAGAR (1974) o boro den

tre as substâncias inorgânicas, na forma de ácido bórico ou

borato, é a que apresenta o efeito mais marcante na germina-

çao do pólen e crescimento do tubo polínico. Afirmam ainda

ser o pólen; da maioria das espécies deficiente em boro.
"In nature" essa deficiência é suprida pelo nível comparati-

vamente alto de boroexistente no estigma e estilete. Quan-

do o grao de pólen está crescendo "in vitro" grandes qua~
tidades (10 - 200 ppm) são supridas exogenamente. Salientam

que a presença desse elemento reduz o rompimento do tubo po-

línico, aumentando o seu crescimento, bem como a :porcentagem

de germinação.

Ao revisar detalhadamente vários trabalhos

que analisam o efeito do boro na germinação STANLEY & LINS-

KENS (1974) destacaram o seguinte:

- em determinados casos a adição de extrato de es-
tigma ao meio de cultura estimula a germinação de-
vido ao alto conteúdo de boro existente no mesmo.

- em determinados casos, mesmo uma pequena quantida-
de de boro (5 - 10 ppm) pode provocar um efeito tõ
xico. No entantor muitos trabalhos com respeito
ao acréscimo desse elemento ao meio de germinação
aconselham de 100 a 150 ppm como doses que propi-
ciam melhores resultados.
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- uma observação relativa ao comportamento do boro
indicou que.o produto natural da·fotossíntese na

.presença de C~402 foi mais facilmente translocado
da folha para o resto da planta quando comparado ao
crescimento num meio sem boro.

- para determinadasespê::iesCOITO Te.c.ama.nadican» .a prese!!,
ça desse elemento estimula a absorção de alguns
açúcares como sacarose, provocando um aumento cor-
respondente no consumo de oxigênio e estimulando o
crescimento do tubo polínico. Evidencia-se, por-
tanto, que o crescimento do tubo é associado ao me
tabolismo.

vã~ias observaç6es estão de acordo: com o fato

de que o comprimento do tubo polínico encontra-se diretamen-
te relacionado com a concentração de ãcido bórico, ao passo
que a porcentagem de pólen estourado é inversamente propor-
cional.

Dentre os meios de germinação com ãgar e saca

rose, segundo FARMER & HALL (1974), aquele com a adição de
ãcido bórico propiciou maior porcentagem de germinação para
o pólen de P~unu~ ~e.~a~ina. Ehrh.

Reichle 6, citado por DIAVANSHIR & FECHNER (1975),

mostrou que 0,01% de ãcido bórico em um meio contendo 0,7%

6 REICHLE, R.E. A study of germination and growth of coni-
ferous po11en "in vitro". Fort Co11ins, 1960. 53p.
(M.S. Co1orado State University).
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de ágar e 7,5% de sacarose estimulou o crescimento do tubo

polínico para P~nu~, P~ce~ e Ab~e~, no entanto, o ácido bóri
co na concentraçào de 0,1% inibiu a germinação e o crescimen

to do tubo polínico de quase todas as espécies estudadas. No

tou-se que o pólen de P~nu~ con~on~~ Dougl. não foi estimula. -
do em nenhum dos três níveis de ácido bórico testados.

o pólen de folhosas freqüentemente necessita

mais do elemento boroque asconíferas (SNYDER & CLAUSEN,
1974). Afirmam ser o meio com 0,001 a 0,015% de ácido bóri-

co satisfatório paramuit03 tipos de pólen. Todavia, concen-
trações acima de 0,015%apresentaram-se normalmenteinibitó-

rias ou tóxicas. STANLEY & LINSKENS (1974) enfatizam que e~

bora um grande número de substâncias tenham sido utilizadas

Diversas hipóteses foram lançadas para expli-

para estimular a germinação e crescimento do grão de pólen,o

efeito do boro (como ácidobórico ou bórax) supera qualquer

hormônio conhecido (vitaminas, antibióticos ou qualquer ou-

tra substância química) exceto a giberelina, que tem sido
muito proveitosa em vários casos.

car o papel desempenhado pelo boro, no entanto, nenhuma es-

clarece satisfatoriamente. Basicamente os estudiosos atri-
buem os seguintes papéis ao boro:
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- translocação de açúcares (BROJWANI & BHATNAGAR,
1974; STANLEY & LINSKENS, 1974). Ocorre neste ca-
so a formação do complexo borato-açúcar, sendo .que

célula utiliza .. libera borato.a o açucar e o

- influência direta ou indireta nos passos enzimáti-
cos da biossíntese de carboidratos (BHOJWANI &
BHATNAGAR, 1974; STANLEY & LINSKENS, 1974).

Nesta situação sup6e-se que o íon borato este

j a associado à membrana celular e reagindo quimicamente com a

molécula de açúcar facili·ta·a passagem através da membrana.

O açúcar penetra na célula por meio de uma segunda reação.

- Efeito na relação com água (BHojwANI & BHAT
NAGAR, 1974) prevenindo o rompimento do tu-
bo polínico.

De acordo com STANLEY & LINSKENS (1974) o bo-

ro age nos passos enzimáti.cos da biossíntese de carboidratos.

Segundo os autores a rejeição da hipótese relativa à partici

pação na translocação de açúcares (formação do complexo bor~
to-açúcar) deve-se à ocorrência de grande disparidade entre

o boro livre e o açúcar. Em análise detalhada relativa ao

papel do boro PETER & STANLEY (1974) afirmam que a teoria
mais persistente refere-se ao seu envolvimento na absorção
de açúcar.

o cálcio também é tido como um elemento impo~
tante na germinação do pólen. Tem-se observado uma maior po~
centagem de germinação "in vitro" nos casos em que os -graos
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encontram-se agrupados_ ~ste fenSmeno i denominado "efeito

de população" e tem sido reconhecido por muitos autores

(STANLEY & LINSKENS, 1974; BHOJWANI & BHATNAGAR, 1974; SNYDER

& CLAUSEN, 1974). A ocorrência do "efeito de população" -e
atribuído ao cálcio. O cálcio, de acordo com BHOJWANI &

BHATNAGAR (1974), participa da seguinte forma: em meio aquo-

so o mesmo se difunde rap Ldamerrte , de forma que permanece uma

pequena quantidade no grao de póien. Quando os grãos de pó-

len encontram-se em grupos na superfície do meio semi-sólido,
o Ca++ difundido pode ser preso entre os graos e dessa forma

produzir o efeito de população. Por outro lado, FARMER &
HALL (1974) empregaramna germinação "in vitro" de --Pltu.nu.~ .óelto

tina Ehrh. uma densidade de pólen que variou de 30 a 150

grãos/mm2• Não detectaram, no entanto, para essas concentra
ções uma relação entre densidade do pólen e porcentagem de

germinação.

Grande numero de trabalhos acrescentam ao

cálcio o efeito antagSnico que pode exercer a açao inibitó-

ria de certos metais pesados como o Cu (STANLEY & LINSKENS,

1974; BHOJWANI & BHATNAGAR, 1974). Entretanto, STANLEY &

LINSKENS (1974) acrescentam que nos trabalhos desenvolvidos p~
ra se verificar o comportamento do cálcio em relação à tra

tamentos enzimáticos ficou claro que o papel do cálcio en-

contra-se relacionado às substâncias pécticas.

Vários trabalhos (BREWBAKER & KWACK, 1963;

BHOJWANI & BHATNAGAR, 1974) citam que o efeito do cálcio de-
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pende da presença de uma pressao osmótica adequada, oxigênio

eborato. Essa pressão pode ser conseguida por intermédio

de um doador metil, tal como metionina e outros cátions inor
- , ++ + + +gan~cos como Mg ,K, Na e H .

De forma geral, quando se adiciona cálcio ao

meio de germinação nota-se as seguintes características(BHO~

WANI & BHATNAGAR, 1974):

- o crescimento do tubo polínico é mais vigoroso

- o tubo polínico é mais reto e rígido

Segundo STANLEY & LINSKENS (1974) nenhumasub~

- o pólen, bem como o tubo polínico saomenos sensí-
veis a pequenas mudanças do meio
a permeabilidade é controlada. A ausência do cál-

.cio·no meio germinativo leva a incrementar a per-
meabilidade .da membr-ana do tubo poLf ní.co provocan-
do dessa forma a perda de metabôlitos internos. ,:

tância como o cálcio com exceção do âcido giberélico, promo-

veu tão eficazmente o crescimento do tubo polínico.

BHOJWANI & BHATNAGAR (1974) citam outros ele-

mentosque podem ser componentes importantes do meio de ger-
minação como: enzimas (celulases e pectinases) e hormônios

(auxinas e giberelinas). DORMAN (1976) afirma que os regul~
dores de crescimento utilizados no meio germinativo do grão
de pólen dão amplos resultados que variam de leve estímulo a

inibição completa da germinaçao.
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Com respeito ao tempo e temperatura necessá-
rios para "a genninaçãodo pólen dí.spôe-se de uma série de estudos,

dentre os quais destacam-se:

- DIAVANSHIR & FECHNER(1975) verificaram uma
germinaçio do p61en de Junlpehu4 de 3 a 5
sendo que o crescimento do tubo polínico
seu máximo comprimento dentro de 16 ou.17

melhor
dias

at:!:ngiu
dias.

- DORMAN (1976) citou a indicaçio de um período de
72 horas para germinaçio do p6len de Plnu4 sob uma

otemperatura entre 26 a 27 C.

- WRIGHT (1976) destacou que o tempo de germinaçio
o·deve ser de 48 a 72 horas a 24 C.

- SPRAGUE (1977) enfatizou que no método utilizado
na Carolina do Norte tem-se deixado o p6len·a tem-

operatura ambiente (22 C) por 48 horas, evitando-se
a flutuaçio de temperatura.

LEY (1959) observou que a germinação do Plnu4

deu-se depois de 8 dias a 30C, enquanto a 150C

pondeh04a

- FARMER & HALL (1974) procedendo a testes de germi-
naçio l1invitrol1 do p61en de Phunu4 4eho;tlna Ehrh
submeteram o mesmo à incubaç~o por um período de

o24 horas sob temperatura de 26 C.

Nota-se que o tempo empregado para a germi-

naçao, dependendo sobretudo da espécie, pode levar de

algumas horas até muitos dias. Quanto a temperatura HORS-

germi-
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onou em dois dias e a 30 C começou a germinar em 6 horas. Na
avaliação do pólen de"Í;Íerá\%ií.AKAKrs&PORLINGS(1985)notaram uma

oredução à temperatura abaixo de 15 C, ao passo que a taxa de

crescimento do tubo polínico "in vitro" aumentou com a temp~
oratura entre 5 e 25 C. No entanto o período de incubação

quando muito longo pode tornar-se problemático. Segundo"

GODDARD & MATTHEWS (1981) para o pólen de pinho cujo tempo

necessário é de 72 horas, a contaminação pode constituir-se

em um sério problema. Para.minimizá-lo, deve-se empregar

fungicidas em baixa concentração. Salientam que ao evitar

o uso do açúcar ou outro carboidrato no meio de germinação
também reduz-se o crescimento das hifas. Todavia, como foi

discutido, nem todo pólen germina satisfatoriamente, na au-

sência de uma fonte de carboidrato.

Além dos fatores já citados evidencia-se como
um dos mais importantes a alta umidade relativa necessária
durante o período de germinação.

Quanto ao número de graos a serem observados

na avaliação da viabilidade do pólen DUFFIELD &SNOW (1941)

relataram estudos com apenas 50 grãos tomados ao acaso.

A densidade do pólen" deve ser baixa o sufi-
ciente para facilitar o exame dos graos individualmente
(SNYDER & CLAUSEN, 1974).
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Tem-se na Tabela 2, a seguir, o tamanho de

amostra sugerido por STANLEY & LINSKENS (1974).

Tabela 2. Tamanho da amostra de pólen necessário para dados
significativos sugerido por STANLEY &LINSKENS (1974).

GeDninação Número de grãos a serem contados (n)

(%) Nível de confiança = Nível de significância
0,01 0,05 0,10

1 ou 99 380 15 4
5 ou 95 1825 73 18

10 ou 90 3457 138 35
15 ou 85 4898 196 49
20 ou 80 6147 246 61
25 ou 75 7203 288 72
30 ou 70 8067 323 81
35 ou 65 8740 350 87
40 ou 60 9220 369 92
45 ou 55 9507 380 95

50 9604 384 96

A avaliação da porcentagem de germinação de

P~unu~ ~e~oz~na Ehrh. foi feita por FARMER & HALL(1974) atr~
vês da contagem de 100 grãos por repetição. Verificaram que

o crescimento do tubopolínico completou-se em 6 horas e o

seu comprimento variou em função da árvore doadora. Já
SPRAGUE (1977) utilizou 200 grãos na avaliação da viabilida-

de. Depois da contagem final usou o seguinte critério para
avaliar o pólen:
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Excelente:

Bom:
Considerável:

Pobr~:

Muito pobre:

35% ou mais de germinaçio

20 34% de germinação
10 19% de germinação

1 - 9% de germinação

morto

Há uma tendência de empregar-se um total de

400 graos de'pólen no teste de germinaçio para se garantir
uma boa "avaliação do lote (MARTINS et alii, 1981)

Quanto ao delineamento estatístico empregado,

muitos trabalhos como o de GABRIELLI et alii (1965) e BORGES

et alii (1974) nio apresentam referência. Segundo STANLEY

& LINSKENS (1974), o mesmo depende da finalidade do teste,

ou seja: determinar entre várias amostras a de maior viabili

dade ou determinar o índice de viabilidade antes do uso de

determinado pólen. Para ambos os casos tem-se uma resposta

binomial e' os autoresaconselhamo uso do teste "t". Afirmam que o ~
manho da arrostrapara tornar o teste válido dependerásobretudoda faixa
de germinaçãomédia e do desvio padrâo da média.. Enfatizam ainda os

autores que para uma variação de aproximadamente 8% entre re

petições e uma germinação de 60% conta-se 2 x 200 grãos.Afi~
mam ainda que a utilização de campos escolhidos com uma dis-

tribuição uniforme normalmente produz a var~ação de 8% entre
ensaios de viabilidade do pólen "in vitro".

Existem ainda outros fatores que

na germinação do pólen, dentre eles o manejo.

influenciam

Pode-se in-
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cluir neste caso o periodode coleta e posiçio dos botões

florais na copa. Podem ocorrer yariações na germinaçio do
pólen dentro de uma mesma árvore (KLAEHN & NEU, 1960). Os

autores destacam que com frutíferas Kobe17 obteve uma germi-
naçio mais alta para o pólen proveniente de flores junto ao

tronco. Os autores atribuíram a baixa germinaçio observada

para Betul~ p~py~i6e~~ enio germinaçio de Ulmu4

a estas variações observadas em espécies frutíferas. Salien

tam que o pólen de Betul~ p~py~i6e~~ foi obtido na secçao
mais baixa da copa e os amentilhos na extremidade. Ainda

KLAEHN & NEU (1960) afirmaram provável que a quantiser
dade de alimento armazenado nos graos possam dife"rir na mes-

ma árvore de ano para ano. De acordo com BODEN (1958) exis-

tem variações na floraçio entredifer~ntes "stands" de uma

espécie e entre árvores individuais de cada "stand". Afirma

que embora a época de floraçio seja alterada por fatores co-
mo clima, existe um controle genético forte na herança indi-

vidual. Acrescenta ainda que nio há correlaçio entre abun-

dância de pólen e porcentagem de germinaçio. Dessa forma,

quando se coleta o material em floraçio no campo, corre-se
o risco de ter pólen de arvores com baixa porcentagem de geE

minaçio. Aconselha-se, portanto, a coleta do pólen de mui-
tas árvores quando nio há necessidade de usar arvores indivi

duais.

7 KOBEL, F. Lehrbuch des Obstbaues auf Physiologischer
Grundlage.Zweite Auflage, Berlin, Springer Verlag,1954.
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o transporte- adequado é um fator a ser consi-

derado. No oasor.do Euc.a.lyptut. spp. o melhor método de condu

ção do campo ao laboratório continua sendo a imersão da ex-

tremidade dos galhos cortados em baldes contendo água. BODEN

(1958) aconselhou este método e salienta que a condução das
flores ·envolvidas em polietileno poderia levar à perda qua-

se total da fertilidade.

A separaçao do pólen das estruturas reproduti
vas e aconselhável para o armazenamento conveniente. Toda-

balhoso em função da espécie empregada. No caso do -genero

via, o processo de extração pode tornar-se mais ou menos tr~

se a isso o fato do pólen ser viscoso e apresentar tendência

P~nu~ a aplicação de uma leve secagem seguidadopeneiramento

dos cones propicia a obtenção de grandes quantidades de po-
len. Já para o gênero Euc.a.lyptu~ a dificuldade de extração

é maior devido a própria característica floral. Acrescenta-

a aderir às paredes da antera, como já foi discutido ante-
riormente.

Segundo Stanley & Search8, citados por GRIFFIN

et alii (1982) o método de extração úmido pode provocar uma

queda na viabilidade. Argumentam que a imersão em água cau-

8 STANLEY, R.G. & SEARCH, R.W. Po1len protein diffusates.
In: HESLOP-HARRISON, E. Po1len deve10pment and physio-
1ogy. London, Butterworths, 1971.
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sa a rápida eluição das proteínas das paredes do pólen. Ci-
tam que em estudos de germinação o pólen de pera (PyJtu-!>

commun~-!» não se detectou redução significativa depois de

urna eluição por 15 segundos, mas após repetir o processo por

quatro vezes houve perda completa da viabilidade. A extra-

ção através de solventes orgânicos é atrativa. No entanto,
poucos estudos têm sido conduzidos a esse respeito.

A variaçãona germinaçãoobservadadevido ás causas

genéticasdeve sertarnbÊmenfatizada,STANLEY & LINSKENS (1974) citam

exemplos de variação F8I'auma p:>p.llaçãonatural de alfafa diplói-
de (Med~cago -!>at~va). Neste caso, o pólen de algumas plan-

tas produziram tubos polinicos longos quando germinaram "in

vitro" e outras produziram tubos polinicos curtos. Detecta-

ram urna diferença de 100% entre os mesmos e constataram a
ocorrência do mesmo padrão para frutos formados. O pólen que

emitiu tubo curto produziu poucas sementes e o pólen das li-

nhagens com tubo grande produziu muitas sementes.

Tem-se observadotarnbÊmentre as espêcí.esuma dife-

rente capacidade de germinação do pólen "in vitro". Essas

variações entre espécies têm sido ilustradas em vários traba
lhos. Diferenças entre as espécies de Eucalyptu-!> spp. foram

detectadas por BORGES et alii (1973) referentes ao pólen re-
cém-colhido e também armazenado. A Tabela 3 ilustra os dados

obtidos na avaliação de viabilidade do pólen recém-colhido.
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Tabela 3. Porcentagem de ~erminaçio do p6len rec~m-colhido
em funçio .das diferentes esp~cies.

Esp~cie Germinação
(%)

Eucalyptu~ te~etico~ni~
Eucalyptu~ ~obu~ta
Eucalyptu~ camaldulen~i~

78,1 a
53,4 b

51,2 b

Fonte: BORGES et alii (1973)
Teste de Tukey ao nível ~ = 0,01.

o aumento do nível de ploidia normalmente en-

contra-se ligado ao decr~scimo de fertilidade do p6len, embo

ra o incremento da ploidia nao reduzirá necessariamente a
viabilidade detectada pela germinaçio "in vitro" (STANLEY &

dade para.uvas trip16ides e .tetrap16ides. Observou-seque

LINSKENS, 1974). Os autores destacam ainda em seus estudos

a relaçio existente entre a viabilidade do p6len e a fertili

para a maioria das 33 variedades, cultivares e esp~cies estu

dadas, a germinaçio "in vitro" foi muito parecida, mas as

plantas trip16ides apresentaram uma reduçâo na fertilidade do

p6len entre 3% a 96%, quando a avaliação foi feita com base
na formação de fruto.

O estágio do desenvolvimento do pôl.en é imPOE

tante. O insucesso no teste de germinação pode ser devido



45.

ao manuseio do mesmo em' estágio·inadequado. Em seu trabalho

com Annona ehen~mota Mill. SAAVEDRA (1977) detectou uma me

nor produção de sementes para as flores abertas inicialmen-

te. Observações citológicas detalhadas revelaram que a mai~
ria dos grãos' de· pólen dessas flores encontravam-se no está-

giode tétrade por ocasião da antese. O pólen exibia pare-

des espessas, impregnadas de amidO e nao germinou "in vi-

tro". No entanto, as flores abertas posterioremente aprese!!,

taram maior .proporção de grãos'de pólen individuais, sem ami

do e com atividade metabólica mais intensa. Esse pólen ger-

minou "in v í.tiz o " sem nenhum problema depois de aLquma s .horas.

A germinação "in vitro" apresenta alguns as-

pectos negativos e sua validade tem sido questionada. Sa-

lientam STANLEY & LINSKENS (1974) que vários trabalhos mos-
tram a possibilidade do pólen viável não ser necessariamente

fértil. Acrescentam que o meio de cultura para a germinação

do grao de pólen sendo deficiente pode inibir a germinação

ou permitir um pequeno crescimento do tubo polínico. Ainda

os mesmos autores afirmam que os tubos polínicos cultivados
"in vitro" encerram o seu crescimento antes de atingir o ta-

manho normalmente alcançado no estilete. Segundo VASIL

(1974) a quantidade inicial de ácido relativamente pequena
ou outras substâncias como auxinas e giberelinas fornecidas

pelo pólen, que encontra-se germinando "in vitro" , ao pisti-
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10 serve para iniciar o crescimento mínimo e os processos m~
tabólicos. Como resultado, liberam enzimas e quantidades

adicionais de auxinas dos tecidos do estilete do ovirio.

Além do mais, quando se pratica o teste de

germinaçio "in vitro" pode-se obter resultadosdistorcidos

devido ao efeito de populaçio produzido pelo cilcio (STANLEY

& LINSKENS, 1974; BHOJWANI & BHATNAGAR, 1974; SNYDER & CLAU-

SEN, 1974) como foi discutido anteriormente. Devido a. mui-
tas variiveis afetarem a germinaçio do pólen, os resultados

de testes de um determinado método,freqüentemente nao sao

compariveis (GODDARD & MATTHEWS, 1981).

2.3.2.2. Corantes específicos

A determinaçio da viabilidade do pólen atra-

ves de corantes específicos é muito atrativa, especialmente

devido a rápidez do processo. Ao empregar este método evi-
ta-se também o risco de contaminaçio que é muito comum nos

testes de germinaçio "in vitro". Os corantes específicos p~
dem também constituir-se em uma va.1iosa ferramenta para o

taxonomista na identificaçio de híbridos (HAUSER & MORRISON,
1964). Este processo segundo os mesmos autores é baseado

no fato de que o pólen de muitos híbridos é contraído e flá-

cido, portanto nio viável. Todavia, afirmam KLAEHN & NEU
(1960) que a principal aplicaçio dos corantes específicos
tem sido para a determinação da viabilidade. Acrescentam que
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estes métodos nao constituem-se necessariamente em substitu-

tos adequados para os testes de germinação atuais.

A validade deste método para avaliação da via
bilidade tem sido questionada,Lnc.luaí.ve jrzr HAUSER et ali i (1964).

De acordo com·STANLEY & LINSKENS (1974) àestãca-seentr e os
problemas surgidos com corantes vitais a coloração de pólen

nao viável de hibridos, e pólen imaturo ou abortado. Enfati

zam ainda que certos pólens apresentando uma fraca colora-

çao podem exibir alta viabilidade~ Ainda STANLEY & LINSKENS

(1974) ressaltam observações com respeito a precisão dos co-

rantes. Destacam que a maioria dos corantes não são

cientemente precisos.

sufi-

Vários sao os corantes empregados para se de-

'tectar a viabilidade do pólen. Dentre eles: azul de algodão

em lactofenol, anilina azul em lactofenol (HAUSER & MORRISON,
1964). Por sua vez STANLEY & LINSKENS (1974) referem-se a
outros corantes especificos:

- iodeto de potássio- especifico para amido,

- carmim-acético-preferencialmente colore cro
mossomos,

- metil-floxina verde -colore citoplasma e
celulose.

Já WORSLEY (1959) aconselha o emprego do co-
rante metil-floxina em glicerina-gel como base. As lâminas são
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semi-permanentes e apresentam a vantagem de serem preparadas

no campo durante o trabalho de polinização, podendo ser ana-

lisadas posteriormente.

Um dos corantes mais citados é o cloreto de

2,3,5 trifeniltetrazólio. A redução do mesmo se dá por enzi
mas desidrogenases (COOK & STANLEY, 1960). Essa reaçao pro-

picia a formação do complexo formazan que é vermelho e inso-

lúvel. Associa-se neste caso a capacidade de germinação com

a atividade enzimática. A reação de redução do corante, de

acordo com DELOUCHE et alii (1976) se dá da seguinte forma:

N..-.N - Ci5Hs r6HS

/C6HS + 2e + 2H C6HS - +H+ce.

.~1- :>

~6HSC6HS
cl-

Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio Formazan

Este corante é empregado com grande intensida
de para determinar a viabilidade de sementes. o primeiro
trabalho com respeito à coloração de pólen, data de 1952, se~
do que nesta ocasião VIEITEZ estudou o pólen de milho. O

emprego desta espécie deve-se a grande abundância de pólen

disponivel e a clara percepçao da cor vermelha produzida .pe-
10 mesmo. O autor verificou que o máximo de redução teve

o _ ~
lugar a 50 C, ocorrendo um descescimo a temperaturas superi~
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res (600Ce 70°C) devido a destruiçio do sistema enzimãtico.

A reação deu-se então lentamente. Evidenciou ainda que as

temperaturas entre 200c e 45°C não afetarama precisão dos tes

tes, todavia, a coloração se estebeleceu mais rapidamente às
temperaturas mais elevadas. Quanto a temperatura ótima sa-
lienta que a mesma nem sempre constitui-se em um ponto fixo

uma vez qúe depende da quantidade de enzimas presentes.

o armazenamento da solução de. tetrazólio deve
ser cauteloso, de acordo com VIEI'IEZ(1952)jã que a mesma é foto~

sensível, indicando que não deve ser exposta à luz. STANLEY

& LINSKENS (1974) acrescentam aos agentes fotoqu~micos os

agentes químicos (oxigênio) na redução do cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazólio (TTC). Evidenciam que uma solução de 1%
de TTC feita com solução tampão 0,15M de tris-HCl - pH 7,8

permanece estãvel por 3 meses quando armazenada em uma garr~
°fa escura a 5 C. Por outro lado, GRABE (1976) salientou que

para ocorrer a coloração pode-se colocar os testes em luz

difusa ou no escuro, uma vez que o efeito da luz é. muito pe-
queno e pode ser desprezado como um fator que afeta a preci-
são dos resultados.

Ao indicar o cloreto de 2,3,5 tifeniltetrazó-

lio para estimar a viabilidade do pólen, ALEXANDER (1980)

afirmou que os corantes normalmente empregados para identifi-
car os grãos não abortados, como carmim acético em gliceri-
na-gelou lactofenol azul de algodão, apresentam certas limi-



50.

tações. Esses corantes não são efetivos para o pólen ·da
maioria das plantas pertencentes às famílias Malvaceae e Com

positae devido a natureza espessa e impermeável das paredes

do pólen. Esses grãos de "pô Leri são difíceis de·serem separ~

dos devido a presença de mucilagem e proeminentes esculturas.

Ainda CHEN & CHEN (1981),utilizaram o cloreto 2,3,5 trifenil

tetrazólio (TTC) para testar o pólen de coníferas e folhosas.

Concluíram que a concentração ótima de TTC foi de 0,5% e o

tempo de tratamento de 12 - 18 horas. Obtiveram urna taxa de
viabilidade ligeiramente menor para o.pólen de conífera ·que

àquela obtida em meio de germinação.

Dentre os diversos tipos de corantes citados

por STANLEY & LINSKENS (1974) destaca-se o tetrazólio nitro-
azul (nitro BT). Enfatizam estudos com o emprego deste co-

rante para as espécies florestais onde mostram que a porcen-
tagem de v~abilidade normalmente é mais alta do que aquela
apresentada testes de germinação.pelos

2.3.3. Relação entre germinação "in vivo" e
"in vitro"

Em seus estudos BODEN (1958) citou que pryor9

encontrou urna relação direta entre a germinação do pólen e

a formação de sementes para o Eu~afyptu~ pufvu~ufenta. A

9. PRYOR, -Dados nao publicados
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planta que apresentou maior quantidade de sementes f o.í, polini

zada pelo pólen com viabilidade mais alta. Quando não ocor-

reu germinação "in vitro" não houve produção de sementes. Po

rém, em um dos cruzamentos o pólen que apresentou apenas 10%

de viabilidade proporcionou a produção de boa quantidade de
sementes. Citando a observação de Lobanov10 atribuiu isso a
uma aplicação intensa de pólen. Os autores também concordam.

que devido a aplicação de uma quantidade de pólen relativa-

mente grande em cada estigma as chances de grãos de pólen

apresentando baixa viabilidade "in vi tro" produzirem semen-

tes sao altas.

Foi feito um estudo da relação existente en-
tre germinação do pólen "in vivo" com corantes vitais por
WIDRLECHNER et alii (1983) . Analisando testes referentes a
7 genótipos de azaléia (Rhodode.nd/ton sp. ) verificaram que
todos os corantes estudados exibiram correlações significat!

vas entre coloração e germinação. Os corantes são: diaceta-

to de fluorescina, 3-amino-9 etil carbazol (AEC) e 3-(4,5-d!

metiltiazolil-2) e brometo de 2,5 difeniltetrazólio. O AEC
apresentou a correlação significativa mais alta (r = 0,96).

10. LOBANOV, C.A. The effect of different quantities of
pollen upon fertilization results. Agrobiologija, 3 :
78-85, 1950. Apud. Hort. Abst. , 21:1374, 1951.
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STANLEY & LINSKENS (1974) destacam o trabalho

de Visser 11, onde o autor comparou os ensaios de germinação
"in vitro" com a formaçio de frutos em maçã, pera e tomate.

Os resultados para o pólen de pera encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Comparação da germinação "in vitro" com a formação
de frutos (Py~u~ Qommun~~ var.Clapp~ 6avo~~~e) fei
ta por Visser.

Germinação "in vitro
(%)

Formação de fruto

abaixo de 20
20 - 40
40 - 60
acima de 60

nenhuma ou pobre
de pobre a moderada
de moderada "a normal
normal

Fonte: STANLEY & LINSKENS (1974).

Em revisão detalhada sobre o assunto STANLEY
& LINSKENS (1974) verificaram casos em que o pólen de tomate

não germinou "in vitro", mas foi capaz de formar uma quanti-

dade de sementes equivalente àquela obtida para pólen recém-

colhido. Deve ser enfatizado, todavia, a capacidade do toma

te produzir frutos partenocárpicos. Tornou-se evidente tam-
bém nestes estudos que o pólen apresentando viabilidade rela

11 VISSER, T. Med. Lardbouwhogescholl Wageningen. 55 Cl) , 1

(56,59,64,78,79,80) .
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tivamente baixa, ou seja, 40% ou menos ,ainda é capaz de for-

mar frutos normalmente. Os mesmos autores acrescentam que

muitos fatores podem afetar a quantidade de frutos .e semen-

tes obtidos após a polinização. Verificaram em muitos traba

lhos que o pólen apresentando baixa porcentagem de germina-

ção pode produzir sementes satisfatoriamente.

Devido ao ensaio "in vivo" ser muito demora-

do, a maioria dos pesquisadores preferem métodos alternati-
vos de germinação "in vivo" e in vitro".

2.4. ARMAZENAMENTOE VIABILIDADE DO PÓLEN DE

2.4.1. Armazenamento

O primeiro trabalho conhecido sobre armazena-

mento do pólen de EUQatyp~u~ spp. é o de pryor12, citado por

BODEN (1958), onde o autor utilizando pólen armazenado obte-

ve cruzamento de EUQatyp~u~ ~obu~~a com EUQatyp~u~ Qine~ea.

O trabalho de BODEN (1958) no entanto mostrou maiores deta-
lhes a este respeito. O autor armazenou o pólen de EUQatyp-

~U~ maQuto~a de botões florais com o opérculo começando a

12pRYOR, L.D. An FI hybrid between EUQatyp~u~ Qine~ea F.
Muell and EUQatyp~u~ ~obu~~a. Proc. Linn. Soe. N.S.W.
(5/6), 1954.
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romper. Submeteu as estruturas est.am.í.na.í.sà temperatura de
o o-16 C, 2 C e ambiente. Avaliou mensalmente o pólen armazen~

do tendo verificado que aquele submetido à temperatura am-

biente perdeu a viabilidade completamente após um mês. Já

o pólen que foi conservado à 20C manteve-se viável até três

meses, sendo que aos seis meses haviam pouquíssimos graos

viáveis. oPara a temperatura de -16 C detectou-se uma viabi-

lidade de 60% aos sete meses. Ainda o mesmo autor enfatizou

a necessidade de separação -do pólen das estruturas estami-
nais após-uma secagem prévia. Recomendou que a secagem pré-

via deve ser feita com sílica-gel, já que dessecantes como

cloreto de cálcio e hidróxido de potássio podem causar danos

ao pólen. oIndicou ainda que as temperaturas entre 20 e 30 C

seriam mais adequadas para a germinação do pólen.

Em seguida GABRIELL_I et alii (1965) utilizan-

do a metodologia de BODEN (1958) armazenaram e testaram o

pólen de várias espécies de Eucalyp~u~. Os autores concluí-
o _

ram que ? armazenamento a 4 C e melhor do que a temperatura

ambiente e para a conservaçao do pólen é melhor extraí-lo

do botão floral.

Estudos de armazenamento e viabilidade do po-

len de Eucalyptu~ foram também conduzidos por BORGES et alii

(1973). Os autores coletaram ramos apresentandototões florais
com os opêrcu.losprestesa se desprenderEm t.enpoSECO. Em seguida

conduziram os rarroscom as bases irnersasEm baldes de agua. Sepa-
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raram os estames contendo 'pólen das demais estruturas flo-
rais. O material permaneceu no interior do dessecador para

secagem prévia à temperatura ambiente por urna hora, sendo em
seguida acondicionado em tubos de ensaios tamponados com aI

godão e armazenado. Dessa forma, conservaram o pólen de

E. ~e~e~ico~ni~~E. ~óbu~~a e E. camaldulen~i~ por trés me-
o oses sob temperaturas de 4 C e-10 C. Perceberam que de ma-

neira geral o armazenamento influiu negativa -

mente na conservaçao do pólen, havendo urna tendência para

queda drástica da germinação. Verificaram ser essa queda
omais acentuada à temperatura de -10 C. Para o E. ~e~iniüe~a

_ o o •.•.observaram 50,7% de germinaçao a ~ C e 30,08% a ..,;10C. .r..

importante salientar que na maioria dos estudos feitos para

outras espécies, tem-se verificado a maior eficiência do ar-

tratamento de secagem inadequado, o que conduziu ao congela-

o omazenamento a -10 C do que a 4 C. Pode ter ocorrido um pré-

mento intracelular da água contida no pólen levando ao romp~

mento da célula corno já foi destacado anteriormente.

Urna nova forma de armazenamento do pólen é s~

gerida por GRIFFIN et ali i (1982). No caso os autores sepa-

raram o pólen das estruturas estaminais por meio de água de~

tilada através de um sistema duplo de filtração. O pólen

foi então depositado sobre um filtro miliporo. Depois da

oras e armazenados em frascos a -16 C. Todavia, enfatizam
secagem sobre sílica-gel esses filtros foram cortados em ti-

que deve-se tornar cuidado com a extração úmida devido ao pr~
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blema de eluição das proteínas da parede do pólen. Através
desse método os autores armazenaram pólen de E. Jte.gYLc:trt.6 as

temperaturas de 50cé -16°C e avaliaram aos 36 dias e 1.2me

ses de armazenamento. Concluíram que a conservação ã tempe-

ratura ambiente foi adequada para um período de 36 dias, mas
°urna alta viabilidade foi mantida por um ano a -16 C.

Ainda sobre o armazenamento e teste de viabi-
lidade de Euc.a.lyp:tu.ó Spp.i CAUVIN (1983) sugeriu a coleta
dos botões florais próximo à deiscência. Ao completar a·

abertura dos mesmos em um balde contendo água, sugeriu cor-

tar os estames com uma tesoura e em seguida inco~porar síli-

ca-gel juntamente com os estames dentro de um recipiente fe-

chado, passando através de uma peneira metálica de 50 a

100 ~m. Acrescenta ainda, que deve-se colocar o pólen em p~

quenas quantidades dentro de tubos de vidro de 5 a 10 cm3 e
fechá-los hermeticamente sob vacuo parcial de 800 g/cm2, em

°seguida armazenar a urna temperatura próxima a -10 C.

Apesar do armazenamento do pólen em solventes

orgânicos ser um método·atrativo e empregado com sucesso pa-

ra determinadas espécies, não se dispõe de resultados posit!
vos com respeito ao gênero Euc.a.lyp:tu.ó. SOUSA & GONÇALVES
(1986) verificaram que o pólen de E. c.a.ma.ldule.Yl..6i.ó tratado

com éter etílico e E. uJtophylla. tratado com acetona visando
ao armazenamento, não germinou devido a desidratação excessi

va observada. Concluíram que estudos com diferentes graus
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de diluição devem ser conduzidos para verificar se este tipo
de armazenamento pode ser aplicado para o Eu.c.a..typtu..6 spp.

2.4.2. Testes de viabilidade

A viabilidade de várias espécies de Eu.c.a..typ-

~u..6 foi determinada por BODEN (1958) através de testes de

germinação "in vitro". O autor utilizou o meio de germina-

çao contendo 20% de sacarose e 1,5% de gelatina com incuba-

°çao por 6 horas a 30 C. Enfatizou que temperaturas entre

20~e 30°C seriam mais adequadas. O pólen foi disperso so-

bre o meio diretamente da flor ou ainda com auxílio de um

bastão ou escova. O .autor fez a contagem baseada em 3 ou 4
campos, de forma que 50 ou mais grãos fossem discernidos co-

mo germinados ou nao germinados. Devido ao fato desse pólen

apresentar a tendência de agrupar-se formando agregados de

vários tamanhos, de forma a dificultar a contagem, o autor

avaliou apenas grãos isolados e pequenos grupos onde todos

os grãos foram facilmente identificados. Observou também
o incremento do tubo polínico ao longo do tempo até o momen-

to em que a pressão osmótica do meio de germinação tornou-se
muito alta, em decorrência da dessecação, de forma a impedir

o posterior crescimento.

Para avaliar a germinação do pólen de Eu.c.a..tYE

tu..6 recém-colhido e armazenado GABRIELLI et alii (1965) em-
pregaram gelatina a 1,5% e dependendo da espécie 30% ou _40%
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de sacarose. Outra observação que merece destaque ·é a ne-

cessidade de reidratação do pólen em câmara úmida quando' o

mesmo sofre dessecação para o armazenamento. O período em-

pregado pelos autores para reidratação foi de apenas 10 ·minu
tos em câmara úmida e de 20 horas para avaliação de graos

de pólen germinados e não germinados em diferentes campos ao

acaso.

.Empregando também testes de germinação "in vi
tro" para avaliar a viabilidade do pólen de Eu.c.a.lyp:tu.,õ spp.

BORGES et alii (1973) utilizaram várias concentrações de sa-
carose (entre 20% e 40%) e CAUVIN (1983) a concerrezaçâo de

20% de sacarose e 0,5% de ágar.
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I3. MATERIAL E METODOS
3.1. PROCEDIMENTOS GERAIS

3.1.1. Coleta

Ramos com botões florais apresentando o opér-

culo próximo à abscisão provenientes do terço Lnfer í.or da

copa de quatro árvores foram utilizados para a coleta do po-
len. Segundo BODEN (1958) este estágio é o mais adequado pa

ra coleta dos botões florais.

Para os ensaios de determinação dos componen-

tes do meio de cultura adequado à germinação e para os en-

saios de extração do pólen com solventes orgânicos nao foi

pré-determinado o período do dia para a coleta dos ramos no

campo. O período para a coleta e transporte de ramos visan-

do a manutenção em casa de vegetação e posterior coleta do
pólen foi das 14:00 às 16:00 horas. Este procedimento foi

utilizado para os testes de secagem e armazenamento de po-

len.
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3.1.2. Condução do material à casa de vegetação

Os ramos com botões florais foram transporta-
dos com as extremidades imersas em recipientes contendo água.

Em seguida o material foi conduzido à casa de vegetação e a
exemplo de GRIFFIN et alii (1982) as flores com o opérculo

já liberado no campo foram removidas para evitar a possibili
.dade de contaminação. Os ramos permaneceram em repouso até

o estágio ideal (antese) por um período que variou entre 2

e 4 dias.

3.1.3. Extração do pólen

Na antese, as estruturas estaminais foram se-

paradas das florais por intermédio de um estilete. Essas

estruturas foram colhidas em tubos de ensaio e agitadas com
água. Para a extração do pólen a seco foram utilizadas pe-
neiras

3.1.4.1. Composição do meio de cultura

3.1.4. Teste de germinação

A germinação do pólen foi feita em meio de

cultura de agar e sacarose. Com exceçao do ensaio pa-
ra determinar a concentração ideal de sacarose, todos os
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demais testes apresentaram o meio de cultura contendo 30% de

sacarose e 0,8% de ágar.

3.1.4.2. Procedimento do teste de germinação

o meio de cultura foi espalhado sobre lâminas
microscópicas (aproximadamente 4 ml por lâmina) e após a so-

lidificação do mesmo o pólen foi uniformemente disperso na

superfície. Em seguida, as lâminas foram colocadas dentro

de caixas de germinação com pape~ de filtro umedecido sobre

suportes (barras de vidro). As caixas com suas tampas fo-

ram mantidas num geJ;minador com temperatura de 2SoC e 99% de
umidade relativa constantes por um determinado tempo. A ava

liação quando feita em um período diferente de 24 horas foi

devido ao fato de não ter-se determinado ainda esse período

como padrão. Nas observações feitas pelo autor evidenciou-

se que um período menor que este é precoce, por outro lado,
períodos maiores podem dificultar as observações devido à

contaminação por microorganismos e, especialmente fungos e

bactérias. A ocorrência de infecção por fungos quando o po-

len germina "in vi tro" durante um período de tempo superior

a 24 horas constitiu-se em um problema para a avaliação da

viabilidade (COOK & STANLEY, 1960). Ao final do período de

incubação aplicou-se safranina para tornar mais fácil a vi-

sualização e a contagem dos grãos de pólen.



62.

3.1.4.3. Contagem dos graos germinados
e não germinados

Seguindo a metodologia de COOK & STANLEY

(1960) que foi enfatizada por SPRAGUE (1977) o grao de pólen

foi considerado germinado quando o comprimento do tubo polí-

nico emitido ultrapassou a máxima extensão do mesmo. As ob-

servaçoes foram feitas em microscópio óptico com aumento de
450 x. Há variação para os ensaios quanto ao número de graos

avaliados por repetição, até a definição de 300 grãos. Essa
definição foi feita somente após os testes de secagem e arma

zenamento. STANLEY & LINSKENS (1974) afirmam que com duas
lâminas de ágar por lote de pólen, 200 grãos devém avaliar

satisfatoriamente a porcentagem de germinação para os limi-.

tes normalmente encontrados. Não se avaliou o número de

grãos de pólen de acordo com a porcentagem de germinação co-

mo sugeriqo por STANLEY & LINSKENS (1974) devido a dificulda

de de previsão da faixa de germinação.

3.2. DETERMINA,ÃO DA CONCENTRA,ÃO ADEQUADA DE SACAROSE
PARA A COMPOSIÇAO DO MEIO DE CULTURA VISANDO A
GERMINAÇÃO DO PÓLEN

o pólen de Eucatljp:tuf.J u/tO phljtta S. T. Blak e

foi coletado em árvores do Banco Clonal do Departamento de
Ciências Florestais da ESALQ/USP, de material procedente de

Rio Claro-SP. As concentrações de sacarose empregadas no
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ensaio em função de um teste preliminar foram:

:.0%, 20%, 25%, 30% e 35%.

testemunha

No ensaio preliminar analisou-se a viablidade
do pólen de E. glta.n.dJ.-6 em função das seguintes doses de saca

rose: 0%; 0,1%; 10%; 20%; 30% e 40%. Observou-se germinação

superior à concentração de 30%. Em função deste resultado,

procedeu-se a estudos mais detalhados com concentrações pró-
ximas a 30%, ou seja, 20%, 25%, 30% e 35%.

Fez-se a avaliação com 6 e 18 horas de incuba

çao. Cada tratamento foi constituído de 4 repetições, que

por sua vez apresentou 30 campos ao acaso' com o objetivo de
observar o número de grãos de pólen germinados e não germin~

dos.

3.3. EFEITO DO BORO NA GERMINAÇÃO DO PÓLEN

Devido a constante enfatização por varios au-
tores da necessidade desse elemento e a baixa porcentagem de

germinação obtida em meio de cultura composto unicamente de
sacarose, decidiu-se determinar as doses mais adequadas pa-
ra a composição do meio de cultura.

3.3.1. E. ultophylla.

o pólen utilizado foi coletado ~~ arvores do
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Banco Clonal pertencente ao Departamento de Ci ênciasFlores-

tais da ESALQ/USP e procedentes de Rio Claro-SP.

Adicionou-se cinco diferentes
ao meio: 2, 4, 6, 8 e 10 ppm de-B+3. (H3B03).·

concentrações

Cada tratamento foi constituído de 4 repeti-

çoes que por sua vez somou 40 campos ao acaso para avaliação

de grãos germinados e não germinados após os períodos de 12

e 18 horas de instalação do ensaio.

3.3.2.1. Emprego de doses baixas de boro

° pólen neste caso foi proveni ente de árvores

do Banco Clonal pertencente ao Departamento de Ciências Flo-

restais da ESALQ/USP .. Diferentes doses foram adicionadas ao
meio de cultura: 3, 4, 5 e 6 ppm de B+3 (H3B03). Para cada
tratamento foram utilizadas 3 repetições cada uma composta

de 30 campos ao acaso para a contagem de graos germinados e
não germinados. As avaliações foram feitas 12 e 18 horas
apÕs a instalação do ensaio.

3.3.2.2. Emprego de doses altas de boro

Devido a resposta nao significativa em rela-
ção ao uso de B+3 anteriormente empregadas, foi determinado o

uso de doses mais altas. As doses (mg/{) de H3B03: 100 (18
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ppm de B), 150 (27 ppm de 'B) 200 (35 ppm de B), 250 (44 ppm
de B), 300 (53ppm de B) foram utilizadas nesse ensaio. VAN

WYK (1981) cita em sua revisão que doses de 100 a 250 ppm de

H3B03 são mais adequadas à composição do meio de cultura pa-
ra a germinação do pólen de Eu.c..a.lljptu..6 spp , Cada tratamento

comportou 4 repetições que por sua vez foram constituídas de

30 campos ao acaso. Foram avaliados os grãos germinados e

nao germinados, nos períodos de 6 e 24 horas após a instala-

çao do ensaio.

3.4. EFEITO DO CÁLCIO NA GERMINA,ÃO DO PÓLEN

Utilizou-se o pólen coletado em árvores do

Banco Clonal pertencente ao Departamento de Ciências Flores-
tais da ESALQ/USP. Ao meio de germinação do grão de pólen

acrescentou-se o Ca2+ na forma de CaCl2.2H20 (ppm) como se-

gue: 110, 220, 330 e 440.

Cada tratamento foi constituído de 3 repeti-

çoes com 30 campos ao acaso por repetição. ° período de g~
minação do grão de pólen foi de 12 e 18 horas.

3.4.2. E. u.~ophljlla.

Neste caso também o pólen e proveniente do
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Banc.o Clonal do Departamento de Ciências Florestais

ESALQ/USP, procedente de Rio Claro-SP.

da

Ao meio de cultura para a germinação empre-

gou-se o ca2+ na forma de CaC.tz.2H20 (ppm) nas proporçoes:

110, 220, 330 e 440. Utilizou-se 3 repetições para cada tr~

tamento, avaliando-se a porcentagem de germinação após um p~
ríodo de 12 e 36 horas. Tomou-se 60 campos ao acaso por re-

petição para avaliar a viabilidade.

3.5. EXTRA'AO E SUSPENSÃO DO PÓLEN EM ÁGUA

o pólen foi coletado no Banco Clonal do DepaE

tamento de Ciências Florestais da ESALQ/USP. A avaliação da
viabilidade do pólen foi feita, para os tratamentos: a) pólen

extraído com água e espalhado sobre o meio de germinação em
suspensao aquosa; b) pólen extraído e espalhado à seco sobre

o meio de cultura (com o auxílio da própria antera). As ava-

liações foram feitas para 4 repetições por tratamento com um
total de 30 campos ao acaso por repetição nos períodos de 18
e 24 'horas após a instalação do ensaio.
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3.5.2. E. u~ophy~~~

utilizou-se o pólen proveniente do Banco Clo-

nal do Departamento de Ciências Florestais da ESALQ/USP e

procedente de Rio Claro-SP. A avaliação da viabilidade foi
determinada em função dos tratamentos: a) pólen extraído com

água e espalhado sobre o meio germinativo em suspensao aquo-

sa; b) pólen extraído e espalhado a seco sobre o meio germi-

nativo. As avaliações foram feitas considerando-se 4 repeti

çoes por tratamento e um total de ao campos ao acaso por re-

petição. O período de incubação foi de 18 e 24 horas.

3.6. EMPREGO DE DIFERENTES SOLVENTES ORGÂNICOS NA
EXTRA,ÃO DO PÓLEN VISANDO AO ARMAZENAMENTO

3.6.1. ~ter etílico e éter de petróleo

As estruturas estaminais de E. camaldul~n~~~

Dehn. provenientes da Estação Experimental de Anhembi, DepaE

tamento de Ciências Florestais - ESALQ/USP, foram submetidas
aos solventes éter etílico e éter de petróleo visando a ex-
tração do pólen. Após a evaporação dos mesmos avaliou-se a

viabilidade do pólen através da germinação "in vi tro". Cada

tratamento apresentou 4 repetições, tendo sido contado o nu-
mero total de grãos de 30 campos ao acaso por repetição. O
período de incubação foi de 18 e 24 horas.
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3.6.2. Acetona

As estruturas estaminais do E. u~ophytta per-

tencente ao Banco C10na1 do Departamento de Ciências F10res-

tais - ESALQ/USP, procedentes de Rio C1aro-SP, foram submeti
das à acetona para a extração do pólen. Em seguida, foi fei

to o teste de germinação onde utilizou-se 3 repetições por

tratamento, com a contagem de 30 campos ao acaso por repeti-

çao. Empregou-se os períodos de 12 e 18 horas para a incuba

çao.

3.7. EFEITO DE DIFERENTES MÉTODOS DE SECAGEM NA
GERMINAÇÃO DO PÓLEN RECÉM-COLHIDO

3.•7.1. Material empregado

3.7.1.1. E. eamatduten4~

A espécie é originária da Austrália entre as
o o ocoordenadas: latitude 1627'S a 1724'S, longitude 144 46' E

oa 145 09'E e altitude de 380m a 680m e procedente da Estação

Experimental de Anhembi-SP, Departamento de Ciências Flores-
tais - ESALQ/USP, tendo sido utilizada aos 6 anos de idade.
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3. 7 .1. 2. E.. gh..a.ndi.4

A espécie com origem em Coff' s Harbour e pro-

cendente de Itapetininga-SP, foi utilizada aos 4 anos de ida

de.

3.7.1.3. E. t:.e.h..e.Uc.Oh..ni.4.

A espécie originária da Austrália entre as

coordenadas: latitude lS043'S a l8036'S, longitude 144°45' E

a l4S020'E e altitude de 150 m a 900 m e procedente da Esta-

ção Experimental de Anhembi-SP, Departamento de Ciências Flo

restais - ESALQ/USP, foi utilizada aos 6 anos de idade.

3.7.1.4. E. Uh..ophyLLa.

o material é procedente da Indonésia entre as

coordenadas: latitude 803S'S a 80S3'S, longitude l2S04S'E a

l2S026'E e altitude de 420 m a 1500 m e foi coletado na Es-
tação Experimental de Anhembi-SP, Departamento de Ciências

Florestais - ESALQ/USP, tendo sido utilizado aos 6 anos de
idade.

3.7.2. Tratamentos de secagem

Empregou-se o pólen de quatro arvores por es-
pécie visando amenizar ° problema decorrente do emprego de
apenas uma arvore. O pólen permaneceu dentro da própria an-
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tera durante os tratamentos de secagem, considerando que a
umidade de equilíbrio é atingida pelo mesmo comas demais es
truturas estaminais. A separação do pólen é aconselhada por

vários autores, dentre eles GABRIELLI et alii (1965). No

entanto, o presente trabalho mostrou que a extração com água
e especialmente com solventes orgânicos é problemática e de-

ve ser melhor estudada.

A secagem das estruturas estaminais foi feita
.- - (o (osob as cond~çoes: camara seca 22 C constante), estufa 35 C

constante), estufa (40oC constante), vácuo sob sílica-gel

(temperatura ambiente). Acompanhou-se a perda de água atra-

vés de pesagens efetuadas de hora em hora até a estabiliza-

çao do peso. Em seguida, a viabilidade do pólen foi avalia-
da através do teste de germinação "in vitro".

3.7.3. Teste de viabilidade e crescimento
do tubo polínico

Para avaliar a germinação "in vitro" foi uti-

lizado o meio de cultura comum aos demais ensaios (30% de sa
carose e 0,8% de ágar) sem a adição de nutrientes como B e

Ca, devido aos resultados contraditórios obtidos, especial-
mente para o boro. Espalhou-se o pólen sobre o meio de cul-

tura com o auxílio de uma peneira de forma a evitar o empre-
go de água para a suspensão do pólen. Um total de 4 repeti-

ções foram utilizadas para avaliar cada tratamento, a repet~
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çao por sua vez consistiu.da contagem de 300 graos totais

(germinados e não germinados) tornados ao acaso. O período

de 24 horas foi considerado para a germinação.

O comprimento do tubo polínico foi avaliado

através do método de câmara clara, tornando-se ao acaso 30
graos germinados por repetição (10% do total de grãos avali~

dos). Este método consi.ste da proj eção do tubo polínico so-

bre um anteparo, permitindo sua medição. Através da relação
entre imagem proj etada e de urna lâmina graduada foi possí-

vel determinar o tamanho do tubo. Para essa finalidade foi

utilizado um microscópico óptico com aumento de 200 x.

3.8. VIABILIDADE DO PÓLEN RECÉM-COLHIDO E SUBMETIDO AOS
TRATAMENTOS DE SECAGEM VISANDO AO ARMAZENAMENTO

3~8.l. Material empregado

3.8.1.1. E. eama~du~en4~~

A espécie utilizada é originária da Austrália
o oentre as coordenadas: latitude 1627'S a 1724'S; longitude

o o144 46'E a 145 09'E e altitude de 380m a 680m e procedente
da Estação Experimental de Anhembi-SP, Departamento de Ciên-

cias Florestais - ESALQ/USP, tendo sido utilizada aos 6 anos

de idade.
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3.8.1.2. E~ g~andi4

o material utiiizado fOi coletado nas depen-

dências do Horto Florestal de Tupi e pertencente ao Institu-
to Florestal do Estado de são Pau.Lo , . aos 15 anos de idade,

sendo procedente do Horto Florestal de são Paulo-SP.

A espécie originária da Austrália entre as
coordenadas: latitude lS043'S a l8036'S; longitude 144°45' E

a l4S020'E e altitude de 150 m a 900 m e procedente da Esta-

ção Experimental de Anhembi-SP, Departamento de Ciências FIo

restais - ESALQ/USP, foi utilizada aos 6 anos de idade.

3.8.1.4. E. u~ophy~~a

A espécie é procedente da Indonésia entre as
coordenadas: latitude 803S'S a 80S3'S: longitude l2SoS4'E a

l2S026'E e altitude de 420 m a 1500 m e procedente da Esta-

ção Experimental de Anhembi-SP, Departamento de Ciências FIo

restais·- ESALQ/USP, tendo sido utilizada aos 6 anos de ida-

de.

3.8.2. Tratamentos de secagem

Em função da observação feita através dos va-
rias métodos, elegeu-se a secagem em estufa (35°C) e a vacuo
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para as quatro espécies estudadas. O procedimento de seca-
gem já foi descri to anteriormente. Procedeu-se a redução de
umidade até que as estruturas estaminais atingissem a umida-

de observada no estudo prévio relativo a secagem. Em segui-

da, avaliou-se a viabilidade.

3.8.3. Avaliação da dimensão do estilete e seu

respectivo estigma para algumas espécies

estudadas

As espécies estudadas foram: E. c..a.ma..e..du.i:e.n.6-<-.6,

E. :tvr..e.:t-<-c..oltn-<-.6 e E. u.ItO phy.e...e..a.. Uma incisão foi feita na

extremidade do estilete junto a parte superior do ovário e

com o auxílio de um paquimetro efetuou-se as medições de 30

estiletes com seus respectivos estigmas para cada espécie.

3~8.4. Armazenamento do pólen

o pólen juntamente com as estruturas estami-
_ o _

secas sob as condiçoes: estufa (35 C constante) e va-nais,

cuo (temperatura ambiente) foram armazenados em "freezer"
o o(-16 C) e refrigerador (4 C). O pólen foi acondicionado em

frascos de vidros (18 m.e..)tapados com borracha e vedados com

parafina e fita de vedação. Em seguida os frascos foram co-
locados dentro de dessecadores. Não se armazenou pólen a

temperatura ambiente, já que trabalhos anteriores mostraram

haver perda rápida da viabilidade sob essas condições (apro-
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ximadamente 200C). BODEN' (1958) detectou a perda completa

de viabilidade do pólen de Euc~typ~u~ em um mês quando o mes

mo foi armaz enado a temperatura ambi ente.

3.8.5. Avaliação da viabilidade

A viabilidade do pólen foi determinada para 4

repetições por tratamento com a contagem de 300 grãos ao aca

so por repetição. O período de incubação foi de 24 horas.

3.9. AVALIA~ÃO DA VIABILIDADE DO PÓLEN ARMAZENADO

A avaliação foi feita por três meses consecu-

tivos. t importante salientar que submeteu-se o pólen arma-

zenado à reidratação através da exposição à condições nor-
mais de ambiente por aproximadamente 2 horas. O procedimen-

to para o teste de germinação foi o mesmo aplicado na avali~
çao por ocasião do armazenamento. O comprimento de 30 tubos

polínicos por repetição foi obtido pelo método da câmara cla

ra.
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4. RESULTADOS E nrSCUSSAO
Todos 05 resutados originais observados com re

lação à porcentagem de germinação encontram-se no apêndice.

Para 05 testes nos quais procedeu-se a avalia
çao de viabilidade em dois períodos, 05 resultados apresenta

dos são do período mais próximo à 24 horas, urna ve z que pe-

ríodos inferiores à 18 horas são precoces. e superiores

problemáticos devido à .infecção por microorganismos,especial
mente por fungos.

4.1. DETERMINA,ÃO DA CONCENTRA'ÃO ADEQUADA DE SACAROSE
PARA A COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTURA VISANDO A
GERMINA,ÃO DO PÓLEN

E. LLJtophy.t.ta.

Na Tabela 5 estão 05 resultados das análises esta-

tísticas para a germinação do pólen. O x2 foi empregado pa-

ra a análise. No caso da avaliação de grãos germinados e não

germinados, foi obtida urnarespos'tabinornial,alEm disso e de acordo
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com SOKAL & ROHLF (1981) ~ STEEL & TORRIE (1980) a hipótese
. .

da homogeneidade da variancia foi rejeitada pelo teste de
Bartlett.

STANLEY & LINSKENS .(1974) aconselham o uso do

teste "t". No entanto, para a validade do mesmo hã necessi-

dade de se fazer uma amostragem de acordo com a porcentagem

.de germinação e desvio padrão da média, como foi ertfatizado

na revisão de literatura. Porém, devido aos problemas exis-
tentes com o manejo e germinação do pólen nunca se conhece pre-

viamente a taxa de germinação, tornando impossível uma amos-

tragem adequada e conseqüentemente o emprego deste tipo de

teste.

Tabela 5. Valores de x2 para compáraçã6 de médias (%) de geE
minação do pólen (E. u~ophyll~) sob diferentes con
centrações de sacarose.

Concentração ° 20 25 30 35
de sacarose
.C% média) (0,81) (4,89) (5,19) (8,08) (7,28)

° 10,07** 11,93** 18,75** 19,75**
20 O,llns 1,83ns 2,22ns
25 1,07ns 1,37ns
30 O,Olns

Obs. : Incubação por 18 horas
** = significativo ao nível c = 0,01

- significativons = nao

De acordo com a Tabela 5, ao nível de 1%
se detectou diferença estatística entre os tratamentos.

-nao
To-
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davia, a sacarose na concentração de 30% propiciou a maior

porcentagem média de germinação (8,08%), seguida das concen-

trações próximas que são: 25% e 35% com médias de germinação

respectivas de: 5,19% e 7,28%. A testemunha, que consti-

tuiu-se do meio de cultura na auséncia de sacarose apresen-

tou .germinação(0,81%)inferiorestatisticamenteaos demais tratarcentos.
BODEN (1958) detectou que soluções de 20% de

sacarose sao adequadas à germinação do pólen para as espé-

cies de Eucalyp~u~ estudadas. Já GABRIELLI et alii (1965)
verificaram que as melhores concentrações de sacarose varia-

ram de 30% e 40% para as diversas espécies de Eucalyp~u~ es-

tudadas, dentre elas o E. g~andl~.

Verifica-se uma baixa porcentagem de germina-
çao mesmo na concentração ideal de sacarose. Segundo SPRAGUE

(1977) essa porcentagem de germinação é tida como pobre.

Atribuiu-se esse fato à necessidade da incorporação de ou-
tros elementos ao meio de cultura.

Empregou-se apenas a sacarose para a germina-
çao do pólen, embora STANLEY & LINSKENS (1974) afirmem que
o emprego de carboidratos corno a lactose animal, permite ao

pólen metabolizar mais rapidamente, facilitando o crescimen-
to do tubo polínico. BODEN (1958)indicou a sacarose em dife

rentes concentrações corno o carboidrato mais adequado, embo-

ra a germinação foi obtida com o emprego de glicose, fruto-
se, galactose. O autor notou que a germinaçãoa 10% de glicose foi
aproximadamente igual àquela a 20% de sacarose, urna vez que

a pressão osmótica dessas soluções e a mesma.
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4.2. EFEITO DO RORO NA·.GERMINAÇAO DO PÓLEN

4.2.1. c. u~ophyLla

A análise dos dados pelo -x 2 mostrou o efei to de
tratamentos, ob-tendo-se o valor 242,89 significativoao nível de 1%.

Analisando. mais detalhadamente ao nível tratamentosde

tem-se a Tabela 6.

Tabela 6. Valores de x2 para comparação de médias (%) de ger-
minação do pólen de E. u~ophylla sob diferentes do-
ses de boro.

concentração O 2 4 6 8 10
de boro(ppm)

(média) (6,22) (2,06) (2,74) (2,53) (2,42) (1,36)
O 92,11** 57,89** 75,82** 66,72** 167,17**
2 3,96* 2,16ns 1,14ns 6,87**
4 0,36ns. 0,75ns 22,35**
6 O,lOns 18,17**
8 l3,63**

Obs. : Incubação por 18 horas
** = significativo ao nível Ct. = 0,01
* = significativo ao nível Ct. = 0,05
ns = nao significativo

Segundo a Tabela ~ao nível de 1% detecta-se o

efeito negativo sobre a germinação do p6len em decorrªncia do

acréscimo de doses crescentes de boro. A testemunha com urna
média de germinação de 6,22% apresentou-se superior aos
demais tratamentos. Provavelmente a fonte de p6len apre-
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sentava o nivel adequado desse elemento e a adição do boro te

nha produzido efeito tóxico. Dentre os tratamentos com doses

crescentes de boro destacou-se com menor germinação aquele

contendo 10 ppm de boro (1,3% de viabilidade).

4.2.2.1. Emprego de baixas doses de boro

A análise dos dados através do X2 evidenciou o

valor de 2431,05, sendo significativoao nivel de 1%. Análises mais de
talhadas com respeito aos tratamentos encontram-se na Tabela

7.

Tabela 7. Valores de x2 para comparaçao de médias (%) de ger-
minação do pólen de E. tenet~Qonn~~ sob diferentes
doses de boro.

Dose de O 3 4 5 6
boro (ppm)

(média) (29,64) (31,00) (30,62) (27,20) (27,70)

O 0,93ns O,43ns 3,06ns 1,77ns
3 0,05ns 6,02* 4,20*
4 4,46* 3,03ns
5 O,lOns

Obs.: Incubação por 18 horas
* = significativo ao nivel a = 0,05

= não significativons

Verificou-se portanto, que nao houve resposta
a adição de coro ao meio.de cultura ao nível de 1%. Essa não respos'tar::::
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pode ser explicadapela ocorrência de um do s dois fatores: a) as

doses empregadas não. foram neste caso suficientemente altas

para provocar um estimulo à germinação; b) o pólen utilizado

possuia o nivel de boro adeq~ado de forma a permitir a emis-

são do tubo polinico.

4.2.2.2. Emprego de doses altas de boro

A anilise dos dados atravis do x2 revelou o va

mais detalhadas referentes aos
lor 1046,88, significativo ao nivel de 1%.

trarn-se na Tabela 8.

tratamentos
As anilises

encon-

Tabela 8. Valores de x2 para comparação de midias (%) de ger-
minação do:p51en de E. ~e~e~ica~ni~ submetido a di-
ferentes doses de boro.

100 150 300Dose de H3~3 O
(ppn)

(rné:lia) (30,75) (8,25) (4,48) (2,11)

O

100
150
200
250

246,51** 304,22**
14,25*

200
(6,84)

314,83**
'4,38*
3,62ns

250
(6,78)

326,84**
1,77ns
7,42**
0,74ns

693,10**
81,32**
17,11**
45,29**
61,77**

Obs. :
** =

Incubação por 12 horas
significativo ao nivel a = 0,01
significativo ao nive1 a = 0,05* =

ns = não significativo
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Como se percebe pela Tabela 8 ao nível de 5%

a testemunha apresentou germinação muito superior aos trata-

mentos nos quais foi adicionado boro. A média observada pa-

ra a testemunha foi de 30,75%.

Verificou-se também que a germinação para os

tratamentos com doses adicionais de boro esteve entre 8,25%

(100 ppm de H3B03), e 2,11% (300 ppm de H3B03)' Tornou-se
evidente, .portanto, que o acréscimo de boro concorreu para o

decréscimo da germinação "in vitro". Provavelmente tenha
provocado um efeito tóxico devido a não necessidade de boro

adicional, como foi discutido em testes anteriores.

Analisando-se os resultados com reSpeito à ne

cessidade de boro para as duas espécies observadas (E. u~o-

phylla e E. te~etiQo~ni~), ficou evidente a dificuldade de

se estabelecer o nível adequado para a composição do meio de

germinação dos grãos de pólen. A necessidade ou nao do

acréscimo desse elemento dependerá, portanto, do estado nu-

tricional da matriz e conseqüentemente do próprio nível de
boro existente no pólen.

Visser citado por STANLEY & LINSKENS (1974)
afirmam que o nível de boro existente no pólen é influencia-
do pela quantidade de boro disponível a planta durante o de-
senvolvimento. Ainda os mesmos autores salientam que o ní-

vel de boro normalmente varia dentro de um genero e mesmo den

tro de uma espécie. Conseqüentemente a determinação da dose

adequada para um determinado pólen torna-se difícil. ° pro-
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cedimento de análises químicas dos componentes do pólen e do
estigma poderiam auxiliar na determinação da necessidade de
doses adicionais ao meio de germinação desse elemento.

4.3. EFEITO DO CÁLCIO NA GERMrNA~ÃO

A análise dos dados através do X2 revelou o v~
lor 280,66 significativo ao nlvel de 1%. A~ análises mais
detalhadas relativas aos tratamentos encontram~se na Tabela
9.

Tabela 9. Valores de X2 para comparação de médias de germi-
nação do pólen(%) do E. te~etieo~ni4 submetido a
diferentes doses de cálcio.

Dose. de
° 110 220 330 440

(ppn)
(6,87) (8,35)(média) (7,98) (12,15) (20,15)

° 15,97** 129,46** 1,86ns 0,20ns
110 38,92** 28,68** 14,56**
220 170,12** 142,67**
330 3,60ns

Obs. : Incubação por 18 horas
** = significativo ao nível ct. = 0,01
ns = nao significativo

Analisando-se a Tabela 9 ao nível de 1% evi-
dencia-se uma maior porcentagem de germinação para o trata-

mento 220 ppm de cact2.2H20 (20,15%1. Em seguida o destaque
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ficou para 110 ppm de caCl2.2R20 com 12,15%. A testemunha

apresentou uma germinação tão baixa estatisticamente quanto

aos demais tratamentos com uma média de 7,98%.

4.3.2. E. u4opkyll~

Através da análise dos dados pelo X2 obteve-

se o valor 40,96, significativo ao nível de 1%. Resultados

mais detalhados relativos aos diferentes tratamentos encon-
tram-se na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de X2 para comparação de médias de germin~
ção (%) do pólen de E. u~ophyii~ submetido a dife-
rentes doses de cálcio.

Cose. de O 110 220 330 440eact2•2H20
(ppn)

(média) (11,92) (16,38) (18,08) (14,56) (18,43)

O 19,15** 27,23** 7,33** 28,76**
110 1,76ns 4,38* 3,llns
220 10,47* O, 28ns
330 12,24**

Obs. : Incubação por 36 horas
** = significativo ao nível a. = 0,01
* = significativo ao nível a. = 0,05

- significativons = nao
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De acordo com a Tabela 10 ao nível de 5% des-

tacaram os tratamentos 440, 220 e 110 ppm caCl2.2H20 com as

maiores médias, respectivamente: 18,43%; 18,08% e 16,38%. No

vamente a testemunha exibiu a menor germinação com 11,92%.

Notou-se também neste ensaio, que o período

de incubação de 36 horas não é adequado, observando-se ~me-·

dias de germinação inferiores para esta avaliação em relação

a 12 horas devido a dificuldade de avaliação devido a conta-

minação por microorganismos.

Com respeito ao emprego de Ca verificou-se

que a dose 220 ppm de CaCl2.2H20 propiciou melho~ germinação

para as espécies observadas: E. ~e~e~ic~~ni4 e E. u~ophyll~.

4.4. EXTRACAO E SUSPENSÃO DO PÓLEN EM ÁGUA

Na Tabela 11 tem-se a porcentagem média de
germinação para as espécies E. ~e~e~ico~ni4 e E. u~ophyll~.
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Tabela 11. Porcentagem média de germinação para o pólen de
E. ~e~e~leo~nl~ eE. u~ophylla extrai do "em ãgua
e à seco.

Espécie
Tratamento

E. ~~e...tieo/fJ'Ú.ó"E. Mophylla

pólm extraido~
"em agua

36,63 0,53

pólm extraido
"a se:o 86,23 2,30

Obs.: Incubação por 24 horas.

A anãlise dos dados por intermédio do teste de

X2 evidenciou os valores: para E. ~e~e~leo~nl~ 1358,09 e para
E. u~ophy~la 30,84, sendo significativos .ao nivel de 1%.

Verificou-se, portanto, que para ambas as esp~

cies observadas a extração do pólen em ãgua prejudicou a sua

capacidade germinativa. Esse fato pode ser explicado pela

eluição das proteinas, como foi observado por Stanley &

Search, citadospor GRIFFINet alii (1982).Neste caso, o processo
tornou-seprolongadopor desconhecer-se os possíveis efeitos depr~
ciativos. Deve-se evitar este tipo de extração a menos que

o processo seja rápido o suficiente para não afetar a capac~

dade germinativa. GRIFFIN et al~i (1982) -apesar de nao te-
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rem observado redução na germinação do pólen de E. ~egnan~

aconselham minimizar o tempo durante o qual o mesmo permane-

ce em suspensao.

Outra possível hipótese seria a formação de

um ambiente anaeróbico inadequado à germinação do pólen corno

conseqüência de aplicação sobre o meio germinativo em suspen

sao. A água componente da suspensão pode ter dificultado o

contato mais estrito do pólen. com o meio germinativo.

4.5. EMPREGO DE DIFERENTES SOLVENTES ORGÂNICOS NA
EXTRAÇÃO DO PÓLEN VISANDO AO ARMAZENAMENTO

4.5.1. ~ter etílico e éter de petróleo

Na Tabela 12 tem-se a análise dos dados atra-

ves do teste x2•
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Tabela 12. Valores de X2 ~ara comparação de médias
germinação do pólen de E. eamaldulen~~~

com diferentes solventes orgânicos.

(%) de
extraído

Tratamento
(média)

TestermJnha
(12,89)

t:teretílico
(0,24)

t:terde petróleo
. (O ,41)

Testemunha
t:teretílico

222,98** 182,74**
0,8lns

Obs. : Incubação por 24 horas.
** = significativo .ao nível a. = 0,01
ns = nao significativo

Analisando a Tabela 12 ao nível de 1% detecta-

se a superioridade da testemunha sobre os tratamentos de ·ex-

tração do pólen com solventes (média 12,89%). Não houve dife
rença significativa entre os solventes.

4.5.2. Acetona

Na Tabela 13 tem-se a germinação média observa
da e o valor de X2 obtido.

Tabela 13. Germinação do pólen (%) para o E. u~ophylla extrai
do com acetona e valor de X2 para comparação de me
dias de tratamentos.

Tratamento Valor de
Testemunha

(Extração em água) Acetona

7,70 0,28 102,35**
Obs.: Incubação por 18 horas
** = significativo ao nive1 a = 0,01
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Ficou evidente o efeito negativo da acetona so

bre a germinação do pólen.

A redução do poder germinativo em decorr.ência

do emprego de solventes orgânicos (acetona, éter etilico e

éter de petróleo) pode ser devido a desidratação excessiva

detectada, pois os grãos de'pólen apresentavam aspecto de mUE

chamento. Deve-se observar a resposta a outros tipos de sol-

ventes, ou proceder a diluição dos solventes já empregados.

4.6. EFEITO DE DIFERENTES MÉTODOS DE SECAGEM NA
GERMINA,ÃO DO PÓLEN RECÉM-COLHIDO

4.6.1. Redução de umidade

Através do acompanhamento da perda de água so-

frida pelo pólen e demais estruturas estaminaispor intermédio

de pesagens, verificou-se a velocidade de redução de umidade
para cada tratamento. Nas Figuras 1, 2, 3 e 4, estão ilustra

dos os resultados obtidos para as diferentes espécies de EUQa

typtu~ estudadas.
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De acordo com as Fíguras 1, 2, 3 e 4, ve-

rifica-se que o teor de umidade inicial das estruturas esta-

minais das quatro espécies estudadas, variou entre 60% e 70% •

Detectou-se variação na velocidade de perda de água en-

tre as espécies Para os diferentestratamentos de se.cagem utili-
zados .As espécies E. tLltO phyf.la. e E. gJta.Yl.dL6atingiram bai-

xo teor de umidade com 5 horas de secagem, enquanto as espé-
cies E. Qa.ma.f.duf.eYl.~~~ e E. ~eJte~~QoJtYl.~~ apresentaram um pa-

drão· diferente dos anteriores e semelhantes entre si, com

perda menos acentuada de água no mesmo período. Esse com

portamento·diferenciado pode ser entendido como tim mecanismo

que as espécies apresentam de reter maior. ou menor quantida-
de de agua como conseqüência das condições de estresse am

biental encontrados no local de origem.

4.6.2. Determinação da viabilidade

A porcentagem média de germinação do p61en p~
ra as diferentes espécies, bem como o resultados da análise
do x2 são dados na Tabela 14.



Tabela 14. Germinação do pólen (%) das espécies de Eueaiyp~u~ sob diferentes procedime~
tos de redução de umidade.e valores de X2 para comparação de médias dos tra
tamentos.

'I'r'at.amerrto E S r t; c I E
de

secagem E. c.amaiduien6-ÚJ E. glLanfu E. ~elLúi.c.olLn-ÚJ E. MO phyUa
oCâmara seca (22 C) 20,83 15,25 19,75 9,67

o 8,41Estufa (35 C) 24,00 17,50 26,91
oEstufa (40 C) 12,08 25,75 25,42 3,67

vácuo 25,92 9,50 28,83 8,00(temperatura ambiente)
Testemunha (umidade inicial) 20,68 20,17 25,72 7,65
Valor de X2 entre 28,46** 39,79** 11,29* 11,37*·tratamentos

~
ti:>.

** = significativo ao nivel
* - significativo ao nivel

a = 0,01
a = 0,05
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Ver~fica-s~, portanto, diferença significativa
ao nível de 5% entre tratamentos para todas as espicies."

Estão expressos na Tabela 15 os valores de X2

obtidos para as espicies em função dos tratamentos.

Analisando-se as Tabelas 14 e 15 para o E. c.a.ma.ldu-

.e.en~~~,verifica-se que apenas o tratamento de secagem em es-
otufa (.40C) afetou visivelmente a viabilidade do pólen quando

comparado aos demais tratamentos, ao nível de 5%.

Com respeito ao E. g~a.nd~~, evidenciou-se que

o tratamento de secagem a vácuo sob sílica-gel prOpiciou me-

nor germinação em relação_aos demais tratamentos ao nível de

5%. A maior porcentagem de germinação foi observada para o

pólen seco em estufa (40°C).

Já o pólen de E. ~e~e~~c.o~n~~ processado

em camara seca o o(22 C) e tambim em estufa (40 C) apresentou m~

nor germinação em relação aos demais tratamentos de secagem

ao nível de 5%. O pólen seco a vacuo sob sílica-gel exibiu a

maior porcentagem de germinação.

O resultado relativo ao E. u~ophy.e..e.a. evidencia
oque a secagem em estufa (40 C) mostrou-se mais urna vez preju-

dicial à germinação do pólen.



Tabela 15. Valores de X2 para comparaç~o de mêdias de germinaç~o (%) do.p61en das espe-
cies de Euealyptu~ submetido aos diversos tratamentos de secagem.

câmara seca Estufa Estufa vácuo Testemunha

~
1Ta~.,de secagem! (22°C) o (40°C)Especle .(35 C)

Câmara seca E. ealllaldule.n..ói...6 - 1,41os 11,18** 3,08ns 0,031os
E. 9!Lar!di...6 - 0,74ns 13,53** 6,10* 3,43ns

(22°C) E. te.lLe;UeolLy/'i...6 - 6,31* 3,81ns 9,35** 7,54**
E. UlLOphyUa - 0,39ns 10,69** 0,39ns 0,24ns
E. c.amaldule.n..ói...6 - - 20,22** 0,33ns 1,85nsoEstufa (35 ) E. glLaYLdi...6 - - 8 03** 10,96** 0,99ns, .
E. te.ILe;UeolLY1.i...6 - - 0,32ns 0,31ns 0,06ns
E. UlLOphyUa - - 7,18** O,OOns 0,02ns
E. eamaldule.n..ó i...6 - - - 25,47** 10,07**oEstufa (40 C) E. glLaYLdi...6 - - - 36,38** 3,42ns
E. te.ILe;UC.OILY1.i...6 - - - 1,24ns 0,64ns
E. LULOphy-tta - - - 7,18** 7,85**

-
E. eamaldule.n..ói...6 - - - - 3,72ns

vácuo . E. glLaYLdi...6 - - - - 18,25**
E. te.ILe;UeolLY1.i...6 - - - - 0,10n5
E. UlLOphyUa - - - - 0,02ns

Obs. : Testemunha = san secaqen ~
** = significativo ao nive1 a = 0,01 0"1

* = significativo ao nível a = 0,05
ns = não significativo
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Analisando-se, portanto, o efeito dos tratamen

tos de secagem sobre a germinaçio dopSlen das diferentes es-
. opécies notou-se que a secagem em estufa (40 C) propiciou as

menores médias de germinaçio para as duas espécies: E. e~m~l-

dule.n-ó-i.-ó (12,08%) e L u/toph!fll~ (3,67%) i
~a secagem a· vacuo

sob silica-gel propiciou a média de germinaçio mais elevada
para o E. e~m~ldule.n-ó-i.-ó (25,92%) e a pior germinaçio para o
E. g/t~nd-i.-ó (9,50%).

Verificou-se também que o tratamento secagem

em camara seca o
(22 C) mostrou a maior média para o E. ulto-

ph!f.e..e.~ (9,67%) e a menor média para o E. :te./te.:t-i.eo/tn-i.-ó (19,75%).

Na Tabela 16, tem-se o resultado do X2 referen

te a comparaçio entre médias das espécies.

Tabela 16. Valores de X2 para comparaçio de médias de germina
çao (%) do pSlen_entre as diferentes espécies.

EsFécie E. cama.tdu.i. e..n.ó.u. E. glU1.n.CÜ.ó E. .tvr..e.tico JtYU.ó E. u./to phyUa.
(rrecua) (20,58) (17,63) (25,72) (7,63)
E. cama.tdule.rú..u. O.l8lns 2,8lns 25,76**
E. g.lr..ctll CÜ.ó 7,52** 17,98**
E. .t vr..e.tico 1tYÚ.ó 46,47**
** = significativo ao nivel
ns = não significativo

a = 0,01
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Ceme se ebserva na Tabela 16 aO. nlvel de 5%,
e E. :teJte:ti.c.oJt.ni....óe E. c.a.ma.ldc.Lf.en.6i..Q apresentaram a maior peE.

centagem de germinação., 25,72% e 20,58%, respectivamente. A

mener percentagem fei detectada para e_E. uJtophlflla. cem um
valer médio. de 7,63%. O E. gJta.ndi..ó cemperteu-se de ferma in

termediária cem 17,63% de germin~çãe.

4.6.3. Crescimento do tubo polínico

Tem-se na-Tabela 17, e cemprimente médio. (~m)

de tubo. polínice para as diversas espécies em função. des tra

tamerttes de redução. de umidade. Analisando. es dades nae se

verificeu hemegeneidade das variâncias pele teste de Bartlett

de acerde cem SOKAL & ROHLF (1981) e STEEL & TORRIE (1980).
Além disse, ebserveu-se uma tendência de desvie padrão. ser

preporcienal à média e neste case STEEL & TORRIE (1980) acen

selham a transfermaçãe legarítmica. A análise portanto', fei
feita cem dades transfermades em leg x.

Verifica-se que e E. uJtophylla. apresenteu um

cemprimente médio. inferier as demias espécies, cem178,16 um •

O E. gJta.ndi..6 apresenteu média de 219,36 flm.O E. :teJte:ti.c.oJt-

ni..6 235,58 flm. Não. se detecteu e efeito' des tratamentes de

secagem sebre e comprimento do tubo polínico.



'I'abe La 17. Comprimento médio do tubo polinico (um) 'em função das diferentes espêcí.ese .trata
mentosde secagem prévia e resultados dos testes F e de Tukey.

'I'ratamento ESPt:CIE Média
de (grupamento cio

secagem E. c.amaidule.n.6-w E. glLancU..6 E. ;te.JU:,iC.OILYl-Ú. E. WtophyUa teste de Tukey)

Testemunha 287,51 207,13 198,45 248,18 5,437 a(luuidadeinicial)
_ o

Camara seca (22 C) 229,60 233,10 203,32 180,32 5,337 a
oEstufa (35 C) 195,52 249,47 208,33 170,97 5,309 a
oEstufa (40 C) 218,83 219,04 193,10 158,89 5,264 a

vácuo (temperatura ambiente) 246,43 188,08 203,47 132,43 5,270 a
Média (grupamento do teste .'5,446 a 5,373 a 5,325 a 5,149 bde 'I'ukey)

Resultados de
ANAVA F tratamento F espécie F tratamento x espécie CV(%)

2,33 ns 0,61 ns 3,04** 3,43

Sendo: ** = significativo ao nivel a = 0,01
ns = não significativo

CV (%) = coeficiente de variação experimental ..
Obs.: Os dados de médias para as espécies e tratamentos, bem como as análises

pelo teste F e de Tukey referem-se a dados transformados em log x.

,.,
I

\O
\O

i
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4.7. VIABILIDADE DO PÓLEN RECÉM-COLHIDO E SUBMETIDO
AOS TRATAMENTOS DE SECAGEM VISANDO AO ARMAZENA
MENTO

4.7.1. Determinação da viabilidade

Os dados referentes à porcentagem de germina-

çao do pólen para as diferentes espécies, são apresentados
na Tabela 18.

Tabela 18. Germinação média .(%) do pólen recém-colhido e sub
metido à secagem prévia e valores de x2 para com-
paração entre médias de tratamentos das diferen-
tes espécies.

Tratamento . EspE;cIE
de

secagem ~.c.amaldu.e.eM.i...6 E. 9 ,'ta.11 CÜó E. :te/tmc.oJtrt.i...6 E~ u./toplty.u..a.

Testemunha 36,58 10,58 7,92 31,25
Estufa (35°C) 39,50 7,67 26,67 32,08
vácuo 44,33 10,83 32,17 30,67
Valor de X2 entre 5,08ns 3,02ns 73,62** 0,2lnstratamentos

ns = não significativo
** = significativo ao nive1 (l = 0,01
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Na Tabela 19, tem-se os valores de X2 obtidos

para as espécies em função dos diferentes tratamentos e na Ta
bela 20, os valores de X2 em função das diferentes espécies.

Tabela 19. Valores deX2 entre tratamentos de secagem para a
germinação do pólen das diferentes espécies de
Eu.c.a.lyp;tu..6.

Trat. de
Estufa vácuo Testerrn.mha
(35°c)Trat.de

gerrv'espécie

E. c.ama..tdu1..e.Yl..6-i...6 1,85ns 0,76ns
Estufa E. gJta.nd..W 2,55ns 2,20ns

°(35C) E. ;teJte;Uc.o~ 2,66ns 48,98**
E. uJtophyUa. 0,2lns 0,052ns

E. c.ama..tdu1..e.Yl..6-ú, 4,98*

vácuo E. 9Jta.ncü.-ó O,013ns
E. ;teJt e;Uc.o 1tn-i...6 72,00**
E-. uJtophyUa. 0,053ns

Obs. : testemunha = sem secagem
** .- significativo ao nivel a = 0,01
* = significativo ao nivel a = 0,05

- significativons = nao
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Tabela 20. Valores de X2 para comparação de médias de germin~,
ção do p61en t%l referentes is diferentes espécies.

Espécie

(náiia)

E. gJta.J1dÃ..4

(9,69)

E. :te./le.:U.c.o1t1tÁ..6

(22,25)

,E. UIlOphlJUa.

(31,33)

E. é.ama.l.du.te.n.ó-Úl

(40,14)

E. c.ama1.du1..e.n.ó-Úl

. E. gJta.J1CÜÃ

E. ':CeJtmc.oJttÚ.6

99,23** 30,16**

23,25**

7,05**

56,73**

8,27**

** = significativo ao nível à = ,0,01

Analisando-se as Tabelas 18 e 19 com respeitoâs espé
cies envolvidas, verifica-se:

a) Para o E. ~amaldulen~~~ nao se detectou o efeito ne
gativo dos dois tratamentos
sobre a germinação do p61en.
tou-se urna maior porcentagem
seco a vácuo sob silica-gel
(umidade inicial).

de secagem empregados
Surpreendentemente n~

de germinação do p6len
em relação à testemunha

b) Não se detectou diferença estatistica significativa
ao nivel de 5% entre os tratamentos de secagem e
também entre esses e a testemunha para o E. g~and~~.

c) Com relação ao E. te~et~~o~n~~ não houve diferença
estatistica significativa ao nivel de 5% para os
dois tratamentos de redução de umidade. Todavia, a
testemunha exibiu uma germinação inicial inferior
ao pólen que sofreu qualquer tipo de secagem.
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d) Não houve diferença estatistica significativa ao
nivel de 5% entre os tratamentos.

Analisando-se os dados da Tabela 20,detecta-se

diferenças significativas ao nivel de 1% entre todas as espã-

cies. Mais uma vez o E. camatdut~n~i~ se destacou com a maior

porcentagem de germinação, isto ã: 40,14%. 0, E. g~andi~ exi-

biu a menor 'porcentagem,ou seja, 9,69%. Já o E. u~ophytla e

E. t~~~tico~ni~ apresentaram germinação intermediária: 31,33%

e 22,25%, respectivamente.

~ importante salientar que no teste preliminar

visando detectar o efeito de diferentes mãtodos de secagem s~

bie a germinação do p61en a testemunha (p6len com umidade
inicial) nunca apresentou germinação inferior ao pólen seco
por qualquer processo.

No caso especifico do teste por ocasião do ar-

mazenamento, devido a aderência do pólen às paredes da antera

em decorrência do alto conteúdo de umidade, aliado à pequena

quantidade de estruturas disponiveis para o teste inicial, em

pregou-se uma rápida extração com água.

Pelos motivos expostos nos testes preliminares

verificamos então uma queda no poder germinativo para a teste

munha em relação ao pólen seco através de qualquer um dos

métodos de secagem.
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Esse fato evidencia mais urna vez a necessidade

de coletar-se quantidades adequadas de estruturas para proce-

der-se a extração à seco. Qualquer método de redução da umi-

dade facilita a liberação do p6len. Portanto, a quantidade

de estruturas )estaminais com umidade relativamente alta deve
ser tal que propicie um teste adequado de viabilidade.

4.7.2. Crescimento do tubo polinico

Tem-se na Tabela 21 o comprimento médio (~m)
do tubo polinico para as diversas espécies em função dos tra-

tamentos de redução de umidade.

Neste caso, o E. Qamatduten~~~ apresentou o

comprimento médio do tubo polinico superior às demais espe-

cies (314,56 ~m)a exemplo do outro experimento envolvendo se-

cagem do pólen. Todavia, observou-se as menores médias para
o E. g~and~~ e E. te~et~Qo~n~~ com valores de

171,98 ~m e 176,75 ~m, respectivamente, enquanto que no outro
caso a menor média foi apresentada pelo E. u~ophytta.

Existem fatores que podem ter influenciado ne~
sa mudança de comportamento corno: época de coleta, posição de
coleta, estado nutricional da planta doadora de p61en. Acres

ce-se a isso, o fato de não se conhecer com precisão as neces

sidades qualitativas e quantitativas de elementos adicionais
ao meio de incubação para permitir urna germinaçao e elongação
do tubo pollnico ótimos.



Tabela 21. Comprimento médio do tubo.pol1nico (~m) para as diferentes espécies
Em função dos t.ratamentosde secaqen prévia e resultados dos testes e de Tukey.

Tratamento
de

secagem
E S P ~ C I 2 Média

(gruparnentodo
E. c.amcú'..du1.en6-i.-6 E. gJz.anfu E. :teJz.w.c.oJz.YIÁA . E. MO phyUa teste de Tukey)

321,25 162,16 192,17 219,79 5,379 a
297,55 189,01 134,30 240,70 5,365 a
324,89 164,78 203,79 215,42 5,326 a

5,747 a 5,126 c 5,141 c 5,411 b .

oEstufa (35 C)
Testemunha
vácuo
Média (qrupamenco
do teste de Tukey)

Resultados da F tratamento F. espécie F. tratamento x espécie CV(%)
ANAVA

0,44 ns 36,95** 2,84* 3,10

** = significativo ao nlvel a = 0,01
* = significativo ao nlvel a = 0,05
ns = não significativo
CV(%) = coeficiente de variação experimental
Obs.: resultados obtidos no armazenamento

- Os dados de médias para espécies e tratamentos, bem corno as análises pelo teste
F e de Tukey referem-se a dados transformados em 16g x.

I-'
o
U1
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Não detectou-se efeito dos tratamentos de se-

cagem sobre a elongação do tubo polínico.

4.7.3. Avaliação do estilete e seu respectivo

estigma para algumas espécies estudadas

Observou-se .para o E. Qamaldulen~~~ um compr~
mento médio de 115,2 mm, para o E. ~e~e~~Qo~n~~ de 185 mm,

e para oE. g~and~~ 67,3 mm. Verificou-se também que o com-

primento do tubo polínico médio observado para o pólen re-
cém-colhido foi: E. Qamaldulen~~~ 314,56 ~m (0,31456 mm); E.

te~e~~Qo~n~~ 176,75 ~m (0,17675 mm) e E. u~ophylla 225,30 ~m

(0,2253 mm).

A relação entre o desenvolvimento do tubo poli
nico "in vitro" e o comprimento das estruturas do estilete e

estigma foi então: E. Qamaldulen~~~ - 0,27%; E. ~e~e~~Qo~n~~

0,10%; E. f:L~ophy.e.la- 0,33%.

Esse resultado está de acordo com a observação

de STANLEY & LINSKENS (1974) com respeito ao crescimento do

tubo polínico "in vitro". Segundo os autores, ocorre a inteE
rupção do crescimento antes de atingir o tamanho alcançado no
estilete. VASIL (1974) atribui isso à deficiência de ácidos,

auxinas, giberelinas e enzimas existentes. "in vi tro" .

Constatou-se que as espécies com maior porcen-
tagem de germinação "in vitro" e maior desenvolvimento do tu-

bo polinico apresentaram o comprimento do conjunto estilete e
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estigma maior. Esse comportamento tornou-se evidente para o

E. te~eti~o~ni~ e E. ~amaldulen4i4.

4.8.':Y IABI LIDADE DO PÓLEN ARMAZENADO POR UM MÊS

4.8.1. Determinação da viabilidade

Tem-se a porcentagem de germinação média do
p6len das diferentes espécies na Tabela 22.

Na Tabela 23 tem-se os valores de X2 obtidos
para as espécies em função dos dados de germinação.de acordo
com os diferentes tratamentos de secagem e armazenamento.

Os dados relativos ao X2 obtidos entre as espe

cies encontram-se na Tabela 24.



Tabela 22. Germinação média (%) sob as diferentes condições (secagem e armazena-
mento) e valores de X2 obtidos entre tratamentos para as espécies.

Tratamento ESPt:CIE
Secagem Annazenamento E. c.amaldu1.eY/.,Ó..L6 E. glUtnd-ü. E. teltllic.oltYÚ-6 E. MO phyUa

Sem 11 •• 3,00 5,83 1,17 1,33Freezer
Estufa "Freezer" 11,17 9,83 11/42 10,08(35OC)
vácuo "Freezer" 29,75 10,17 18,75 19,34
Sem Refrigerador 1,00 0,58 1,17 0,92
Estufa Refrigerador 12,92 12,50 0,34 12,67(35OC)
v5.cuo Refrigerador 32,92 8,09 1,~0 21,25 i

Valor de X2 280,62** 49,63** 211,27** 157,55**

Obs.: armazenanento por um mês em"freezer" (-169C) e"em refrigerador (4°C)
** = significativo ao nivel a = 0,01

•.....
o
co



Tabela 23. Resultados de X2 para médias de germinação (%) do pólen entre os diferentes
tratamentos de secagem e armazenamento.

Estufa (35°C) vácuo °Testemmha Estufa (35 C)'frat.de secaqem/
espécie

Trat. de secaqon/
anrazenanento "rreezer" li •• •• liFreezer Freezer Refrigerador· Refrigerador Rilfl"igeradar

Estufa
"Frc.'€zeru

E. caJ1KLidutenóÚ>
E. glW.l1dÚ>
E. .teJLeti.collllÚ>
E. UIlophljUa

0,43ns
1,53ns

42,91**
0,82ns

42,00**
0,056ns
8..19**

14,36**

20,57**
4,48*

35,21**
28,85**

vácuo

54,91**
0,55ns

32,91**
19,20'*

Testel1unha

34,80**
33,34**
33,52"
31,n**

vácuo
"F'reezer"

E. camaidu.eell~Ú>
E. g~al1dü
E. te/i.eti.cotu~ú
E. tvwphljUa

34,54**
1,00ns

76,58**
8,48**

104,51**
5,50*

68,06**
71,64**

O,98ns
O,95ns

65,40**
O,38ns

127,06**
37,38**
68,06*·
77,27**

Testemmha
"Freezer"

E. camaidtLte.l1óÚ>
E. 9~al1dü
E. teJL~coJtnÚ>
E. UIlopllljUa

26,21**
10,99**

l,30ns
37,36**

121,95*·
1,92ns
0,09ns

80,13·*

4,08*
18,21**

O,OOns
0,5lns

Estufa
l1efrigerador

E. camaiclule.YlÓÜ
E. 9ltalldi.4
E. teJLeUcoJtnÜ
E. UIlopltljUa

46,49**
3,89"
2,02ns

10,35**

43,13**
47,39"·

1,30ns
42,.;1·*

vácuo
Refrigerador

E. cama.f.dclel1óü
E. glW.lldi.4
E. teJLeUcoJtnÜ
E. UIlOpll!lUa.

145,15*"
28,71*-

0,09ns
85,65**

Obs.: testemunha = sem secagem; armazenamento por um mês em
"freezer" (-16°C) e em refrigerador (4°C)

** = significativo ao nlvel
* D significativo ao nlvel
ns D não significativo

a D 0,01
a •• 0,05

I-'
O
\.O



110.

pe acordo com as Tabelas 22 e 23 verifica-se
quanto a.germinação:

a) E. camaldulen~~~: houve diferença significatiya ao
nlvel de 5% entre os'tratamentosque sofreramsecaqema vá-
cuo e os demais, evidenciou-se urna superioridade
na germinaçãopara os mesrrosindependentenente da temp~
ratura de armazenamento. Observou-se a germinação
de 32,92% para o pólen armazenado em refrigerador

. .,," ne 29,75% para aquele armazenadoem freezer- Em segui
da destacou-se o pólen seco em estufa (350C) co~
germinação média equivalente tanto para "freezer"

o o(-16 C) quanto para refrigerador. (4 C), respectiv~
mente 11,17% e 12,92%. O pólen que não sofreu re-
dução de umidade exibiu urna queda drástica no po-
der germinativo após um mês de armazenamento.

oA temperatura de 4 C mostrou-se menos adequada
odo que -16 C para o E. camaldu..len~~~,tendo sido observada urna

_ . . _ o. o
med1a de germ1naçao de 1% para 4 C e 3% - para -16 C.

Corno observou-se para o E. camaldulen~~~, qua~
_ _ o

do se praticou a reduçao de umidade a vacuo ou em estufa (35 C)
pôde-se armazenar o pólen com sucesso no "freezer"ou refriger~
dor.

Tornou-se evidente a maior eficácia da redução
de umidade através do vácuo.
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b) E. gJta.nd-i.6: as .dif erenças detectadas entre médias'

de germinação do pólen que sofreu secagem em est~
ga (350C) e vácuo, não são evidentes ao nível de
5%. Vale salientar todavia, que o pólen armazena
do com conteúdo de umidade original apresentou
uma maior queda. do poder germi nativo , especialmE:!!
·te aquele armazenado em refrigerador que atingiu
.uma germinação de 0,58%.

c) E. ;te.Jte.;t-ic.oJtnÁ.-6.: verifica-se que o tratamento se-

cagem do pólen a vacuo seguido de armazenamento
em "freezer" propiciou uma vez mais a maior por-
centagem de germinação, 18,75%. A testemunha ar-
mazenada· em "freezer" exibiu uma germinação tão
baixa estatisticamente, ao nível de 1% quanto to-
dos os tratamentos de secagem armazenados em re-
frigerador. Neste caso, evidenciou-se mais uma
vez a maior adequação da temperatura -160C sobre
40C para a maioria dos tratamentos.

d) E. uJtophylla.: verifica-se ao nível de 1% que o ~
len seco a vácuo e armazenado em refrigerador
(40C) apresentou a maior porcentagem de germina -
-çao. A testemunha armazenada em "freezer" e re-

frigerador exibiu a menor porcentagem de germin~
ção, respectivamente: 1,33% e 0,92%.
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Tabela 24. Valores de X2 para a germinação média (%) do pólen
entre as espécies de Eu..c.a.e.t:fp:tu..~sob os diversos tra
tarnentos de secagem prévia e armazenarnento.

Esp:kie
(rré:lia)

E. c.amaldulvL6.{.4 E. gJtaltcUA E. telt.e.U.c.oJtn-w

(15,13) (7,83) (5,72)
E. (,()tophyUa.

(10,82)
E. c.amaldu.e.c.YW.{.4

'E. gJtaltcUA

E. t eIt. e.U.C.O!til.{.4

11,05** 19,21**
1,27ns

3,58ns
2,14ns
6,61*

o oObs.: armazenamerrtopor um I:lêsem "freezer" (-16 C) e refrigerador (4 C)
** = s~gnificativo ao nível a = 0,01
* = significativo ao nível a = 0,05
ns não significativo

Nota-se através da Tabela 24 que ao nivel de
5% mais urna vez o E. c.ama.e.du...e.en~~~ apresentou a maior porcen-

tagem de germinação, 15,13%. O E. g~and~~ eE. :te~e:t~c.o~n~~

exibiram as menores porcentagens de germinação, 7,83% e 5,72%,
respectivamente. O E. u..~opht:f.e..e.acomportou-seestatisticamente
como o E. cama.e.du...e.en~~~ com urna germinação média de 10,82%.

4.8.2. Cz escLraerrt o do tubo polínico

Tem-se na Tabela 25 o comprimento médio (~m)
do tubo polinico para as diversas espécies em função dos tra-
tamentos de redução de umidade e temperatura _



rfabela 25. Comprimento médio do tubo pollnico (11m)para as diferentes espécies eu fu!!
ção dos tratamentos de secaqenprévia e resultados dos testes F e de Tukey.

Trat:.arrento E S p E: C I E Média
(gruparoontodo
teste de 'l\lkey)

Secagem Armazenamerito C. camah,iLd.en,6,w C. 9JtaltCÜ6 c. teJte;t(.C.OJt.nM c. Ultopltyil.a.

SCln "Freezer" 158,04 lf2,82 - 141,15
Estufa "Freezer " 188,81 182,12 i98,93 170,89 5,174 a(35OC)
vácuo "Freezer" 209,82 218,16 153~66 '148,44 5,173 a
Sem Refrigerador 171,78
Estufa Refrigerador 238,46 190,73 150,00 152,27 5,252 a(35OC)
vácuo Refrigerador 223,88 134,42 - 179,46
Média (grupamento do teste de ,'l\lkey) 5,356 a 5,162 b - 7,077 b

Resultados da F tratamento F espécié F tratamento x espécie cv (A)
ANAVA

0,52ns 5,64** . 2,70* 3,82

** significativo ao nivel a = 0,01
significativo ao nlvel a = 0,05
não significativo

= coeficiente de variação experimental_ o o
Armazenamento por um mes em "freezer" (-16 C) e refrigerador (4 C)

os dados de médias para espécies e tratamentos, bem como as ani-
lises pelo teste F e de Tukey referem-se a dados transformados
em 10g x

I-'
I-'
W

*
ns
CV(%)
Obs. :
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Verifica-se pela Tabela 25, que o E.~~m~ldule~

-6-Ü novamente apresentou comprimento médio, 198,47 um , Não

se detectou diferença entre média dos tubos polínicos para o

pólen armazenado em"freezer"e refrigerador em função dos dife
rentes tratamentos de secagem prévia.

4.9. VIABILIDADE.DO PÓLEN ARMAZENADO DURANTE 2 M~SES

4.9.1. Determinação da viabilidade

Na Tabela 26 encontram-se os dados .de porcent~

gem de germinação para as diferentes espécies.

Na Tabela 27, encontram-se os valores de X2

obtidos para as espécies em função dos dados de germinação,de

acordo com os diferentes tratamentos de secagem e armazenamen

to. Os dados.relativos ao X2 obtidos entre as espécies en-
contram-se na Tabela 28.



Tabela 26. Germinação média (%) sob as diferentes condições de secagem e armazenamento
e valores de X2 obtidos entre tratamentos para as espécies.

'I'rat.amenco E S P ~ C I E
Secagem Armazenamento E. c..ama1.dule.n.-6-i...6 E. gJtan.cU6 E. te.Jtwc..oJtn.-i...6 E. Ull.O ph!fUa

Sem "Freezer" 4,08 1,59 0,92 4,17
Estufa "Freezer" 34,67 2,92 9,67 33,84(35OC)
vácuo "Freezer" 23,50 7,42 25,57 42,67
Sem Refrigerador 1,42 0,00 0,17 0,83
Estufa Refrigerador 33,42 2,75 0,25 30,25(35OC)
vácuo Refrigerador 25,00 6,92 3,08 48,50
Valor de X2 entre tratamentos 255,05** 46,19** 326,20** 404,94**

" "o oObs.: Annazenamento por 2 meses em freezer (-16 C) e refrigerador (4 C)
** = significativo ao nivel a = 0,01

•....•
•....•
U1



Tabela 27. Resultados de X2 para médias de germinação (%) do pólen entre diferentes
tratamentos de secagem e armazenamento.

de secaqem/
esp§cic

,Estufa (3SoC) vácuo fust.enunha °Estufa (3S C) \íacuo TestC!tUJ".ha

"Freczer" "Free;:er" "Free:ler" Refrigerador Refrigera.:ior R.;fri-)erador
armazenarrcnto

E o call;a.ldu.tel1~.lA
Eo g~and.iA
f. .tMe.UcoJtnÁ6
E. (i/wpltljUa

E o caJllaCd«(leJ1~.lA
s. glUIndiô
E. .tl/Aetica~l1iA
E, ~opl(ljtca

E o cama,! d,tleH1>.lA
Eo g~alld..iA
E. .tCJtetico1tniA
E, ~Opllljlta

E o ctlJ/latdu.ll!J'ú>.lA
Eo glUIndiA
E o .te teuco,~n..iA
e. U1topltljUa

E o camalduielL4.lA
s. g1talldi~
Eo tl/Aeue:oltlÚ4
E. ~opltljUa.

12,26** 121,06** 0,14ns 9,08** 146,17*·
7,43** l,3Sns O,OOns 6,07* 12,16·*

3S,07*· 32,57** 38,00** lS,27** 38,00*·
6,12* 116,96** l,47ns 17,35** 1S1,n**

64,13** 9,82** 0,25ns 88,SO"
14,06** 7,43** O,08ns 30,09*'

108,7S** 114,99** 84,lOu 111,99"
166,13** 13,S2** 2,9Ons 20S,67**

114,2S·* 71,14** 4,67·
1,3Sns 12,29** 7,06**
l,OIns 5,50· l,OiroS

9S,82** 204,S8** 9,11··
6,98·* 141,85**
6,07·· 12,18*·
9,46·· O,Oilns

28,71·· 131,SI**
96,09*·
27,94*·

9,46**
245,68*·

Estufa -"I"reezer"

vâcuo - "Freezez "

'l'estCfrunha "':IIFreeza:-l'

Estufa - Refrige-
r<.ldor

\íacuo - Refrigera-
dor

(hso: 'l'estemunha - sem secagem,l annazenarrento par
dois meses an"freezer" (-lGo, C) e refrigera
dor (4OCI -

.* = significativo ao nIvel a z 0,01
* - &1gnificativo ao nIvel a a O,OS
ns 0-, não significativo

I-'
I-'
0\
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De acordo com as Tabelas 26 e 27 verifica-se:

a) E. camaldulen~~~: evidenciou-se uma superioridade
"estatística significativa ao nível de 1% para o
pólen seco em estufa (3SOe) independente da temp~
ratura de armazenamento. Verifica-se uma média
de 34,67% para germinação do pólen armazenado em
"freezer" e 33,42% para o pólen armazenado em re-
frigerador.O pólen seco a vácuo comportou-se de
forma intermediária.

~ importante notar que ao final 'do primeiro

mes de armazenamento a .situação era oposta, ou seja, o pólen

seco a vácuo independentemente da temperatura de armazenam~
to apresentou germinação superior ao pólen seco ém estufa.

Ainda detectou-se uma inferioridade na germi-

naçao para a testemunha, tanto armazenada em "freezer" quan-

to no refrigerador. Dentre as duas testemunhas destaca-se

com menor média aquela armazenada em refrigerador, 1,42%
contra 4,08% da armazenada em "freezer". Essa tendência já

era observada ao final do primeiro mês de armazenamento.

b) E. g~and~~: torna-se evidente ao nível de 5% que
o pólen seco a vácuo apresentou as maiores porcen
tagens de germinação. Observa-se as médias de
7,42% para o pólen armazenado em "freezer" e 6,92%
para o pólen armazenado em refrigerador. Os tra-
tamentos envolvendo secagem em estufa (3SoC) apr~
sentaram germinação intermediária independente da
tempera.tura de armazenamento com média de 2,92%
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para. o pólen armazenado em "freezer" e 2,75% para
o pólen armazenado em refrigerador. O pólen com
conteúdo de umidade inicial apresentou uma germi-
naçao muito baixa, especialmente aquele armazena-
do em refrigerador , apresentando germinação prati
camente nula. Por outro lado, o tratamento envol
vendo secagem a vácuo e armazenamento em "freezer"
ao final do primeiro mês já se colocava entre os
mais promissores, mantendo essa tendência até o
final do segundo mês.

c) E. tenet~conn~~: ao comparar as Tabelas 26 e 27
com as Tabelas.22 e 23 (23 e 27 ao nível de 5%)
verifica-se que as mudanças ocorridas relativas
ao comportamento dos diferentes tratamentos foram
pequenas do primeiro para o sequrido mês de armaz e
namento. Os grãos de pólen secos ein estufa (:~~C)
e a vácuo seguido de armazenamento em "freezer"
mantiveram o maior poder germinativo, respectiva-
mente, 25,59% e 9,67%. Já os tratamentos envol-
vendo armazenamento à umidade inicial novamente
apresentaram baixa porcentagem de germinação, des
tacando-se aquele armazenado em "freezer" com ap~
nas 0,17%.

Outra curiosidade observada refere-se ao maior

índice de viabilidade obtido no final do segundo mês para o
tratamento secagem a vácuo seguido de armazenamento em

"freezer", quando comparado ao final do primeiro mês. Na

verdade se esperavaresul tado oposto I pela própria tendência

de deterioração observada ao longo do tempo. Isso se deve
ao fato de não se ter aplicado uma reidratação ideal aos tra
tamentos por um período adequado em câmara úmida. O pólen
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permaneceu apenas por um curto ·período exposto ao ambiente,

ficando a sua reidratação à mercê da umidade relativa do ar

em que se aplicou o teste. Este é um fato muito importante

que deverá ser observado nos próximos testes de germinação.

à) . E. tLltophylla.:comparando-se as Tabelas 26 e 27 com
as Tabelas 22 e 23 (23 e 27 ao nível de 5%) nota-
se basicamente a mesma posição dos tratamentos
quanto a retenção da viabilidade. Apenas a teste-
munha armazenada em refrigerador evidenciou uma
queda mais drástica no pod~ germinativo que. a tes
temunha armazenada em "freezer", com uma média de
germinação de apenas 0,83%. Os tratamentos de se-
cagem a vácuo com armazenamento em refrigerador e
secagem a vácuo com armazenamento em "freezer"
apresentaram o melhor índice de germinação com mé-
dias respectivas de 48,50% e 42,67%. Neste caso
surpreendentemente também evidenciou-se uma maior
porcentagem de germinação ao final do segundo més
em relação ao primeiro mês, pelo mesmo motivo atri

.buído ao E. ~e~e~~co~n~~.

Tabela 28. Resultados de x2 para germinação média (%) do po-
len entre as espécies de Euca.lyp~u~ sob os diver-
sos tratamentos de secagem prévia e armazenamento

Esp.-~ie E. c.ama1.du1.e.n6,u, E. g/!.CjtciW E. .t e.:t excco lU!.-W E . U/r.ophyil..a

(rné:li.a) (20,35) (3,60) (6,61) . (26,71)

E. c.ama1.dtLteM,u, 52,04** 31,46** 5,24*

E. gJt.aJiciW 3,79ns 81,86**

E. teJtmc.OJt.Y'~w 57,72**

°Obs v ; armazenarrerrcopor dois meses em "freezer" (-16 C) e refrigerador

(4°C) •

** = significativo ao nível a
significativo ao ~ível a =
não significativo

0,01

0,05*
ns
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De acordo com a Tabela 28 ao nivel de 5%, no-

ta-se que o E. u~ophyllaapresentou a maior porcentagem média

de germinação com 26,71%, enquanto o E. camaldulen~i~ exibiu

germinação intermediária de 20,35%. O E. g~andi~ e E. ~e~e-

~ico~ni~ ficaram com as menores médias, respectivamente, 3,60%

e 6,61%.

!interessante salientar que nos testes preli~

minares e outros testes observados pelo autor, o E. ~e~e~ico~

ni~ sempre 'apresentou porcentagem média de germinação tão al-

ta quanto o E. camatdulen~i~.Ocorre, todavia, que neste es-

tudo especifico de armazenamento empregou-se arvores de
E. ~e~e~ico~ni~ com aproximadamente 15 anos de idade, não dis

pondo-se de maiores detalhes com respeito à sanidade e ao es-

tado nutricional das mesmas.

4.9.2. Crescimento do tubo polínico

Encontram-se na Tabela 29 os dados de compri

mento médio (~m) do tubo polinico para as espécies em função

dos tratamentos de redução de umidade e temperatura de armaze

namento.



Tabela 29. Comprimento do tubo polinico (~m) para as diferentes espécies
ção dos tratamentos de secagem prévia e resultados dos testes
Tukey.

em fun-
F e de

Triltalllento EspE;cIE Média

Sec<1gem Arrnazenarrerrto (grupamento do
E! call1.tlduleru.,w E.glLanciú. E. :teILe,ti.c.o~ E. WtO phyUa ' teste de 'l\lkey)

Testemunha " Freezer" 85,92 176,14 206,02 100,28

Estufa (35OC)"Freezer" 173,74 197,73 240,15 201,14 5,302 a

Vúcuo "Preezer " 143,16 180,10 268,75 202,70 5,237 a

Testerninha Refrigerador 131,24 - 99,99 68,90
Estufa (35OC) Refrigerador 238,15 192,80 175,78 169,62 5,248 a

viíCL!O Refrigerador 175,49 217,65 203,06 182,49

l'roia (qrupamento do teste de 'Iukey ) 5,173 b 5,234 ab 5,407 a 5,236 ab

Resultados de

~~A
F tratamento F espécie F tratamento x espicie cv (%)

- 0,49ns 2,53ns 3,73** 3,61-

sendoe ** = significativo ao nivel a = 0,01

* = significativa ao nivel a = 0,05

ns = não significativo

Obs.: armazenarrento por 1mês eu "freezer" (-16°C) e refriger~dor (40Cl.

Os dados de mêdí.as para espécies e trataroontos, bem cato as. análises ~10

teste F e de 'l\lkey referan-se a dados transformados em 10g x,
•.....
N
I-'
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Neste caso' observou-se a maior média do tubo

polinico para o E. te~et~co~n~~ (198,96 ~m) e a pior média p~

ra o E. camatduten~~~ (157,95 ~m). Provavelmente com o de-

correr do armazenamento a necessidade do acréscimo de certos

elementos ao.meio de germinaçio acentuou-se para determinadas
espécies. Como nio houve esse acréscimo aquelas com maior

necessidade nio emitiram o tubo polinico adequadamente. O
nio controle da reidrataçio pode explicar também a mudança

de comportamento na germinaçio e emissio do tubo polinico.

4.10. VIABlLIDADE DO PÓLEN ARMAZENADO DURANTE TRÊS MESES

4.10.1. Determinação da viabilidade

A porcentagem média de germinaçio do pólen, bem

como os resultados das análises pelo X2 encontram-se na Tabe-
la 30.

Na Tabela 31 tem-se os valores de"x2 obtidos

para as espécies em função da germinaçio de acordo com os ài-

ferentes tratamentos de secagem e armazenamento.

Os dados relativos ao X2 obtidos para as espe-

cies encontram-se na Tabela 32.



'Tabela 30. Germinação média (%) sob diferentes condições de secagem e armazenamento
e valores de X2 obtidos entre tratamentos para as espécies.

'I'ratarnento ESPt:CIE
Secagem Arrnazenarnento E. c.amai.duien6~ E. gltanfu E. teJLeilc.O!L~ E. WtophyUa

--
Sem 11 Preezer " 0,00 0,17 2,00 0,25
Estufa

11Freezer " 36,00 6,75 14,83 29,59(35OC)
vácuo 11 Preeze.r " 42,92 21,50 18,67 10,84
Sem Refrigerador 0,00 4,75 6,25 0,25
Estufa Refrigerador 27,47 8,58 0,75 17,25(35OC)
vácuo Refrigerador 38,75 0,67 0,17 16,17
Valor X2 entre tratamentos 411,42** 182,61** 189,48** 2~3,69**
Obs.: Armazenamento por 3 meses em,ifreezer"(-16OC) e em refrigerador (4OC)
** = significativo ao nlvel a = 0,01

I-'
N
W



1'abela 31. Resultados de X2 para médias de germinação (%) do pólen entre diferen-
tes tratamentos de secagem e armazenamento.

~rat. de Sl~yem/
espécie Estufa (35°C) Vácuo . . °Testenunha . Estufa (35 C) vácuo Testarunha

'l'rat. de secaqcrn/
anrazenerrento

"Freezer" "rreozer" NFrcezer" Refrigerador Refrigerador Refriserador

Lstufa - "rreezer"
E. clllllaCdulell4.t4
E. 9~alld.t4
E. tVl~ti.COJ[IIÚ
E. UltOpt.!lUa

E. clllllaiduielt&.t4
E. gJtandi.4
f. teM UCOItnÍ4
E. Mophljtea

E. cllJl.a(d,t.C.ell.l.(4
E. g~(("J.i.4
E. .t~e.t i.c,oJ[nÍ4
E. IlltopllljUa

E. ca"lafdul'elv~ú
E. 9~1l1ldi6
E. .teJ[e-ttcOJ[I~i.4
E. Ultopll!lUll

E. Cllllla.ldulell4ú
E. gJtalld.ú
E. teJte-ttcOIl/1..t4
E. UltOph!lUa

4,10· 175,61** 7,08·· 0,65ns 175,61**
34,41** 26,OB" 0,63ns 20,97" 1,45ns

2,61ns 41,29·· 53,68** 62,53" 13,77*·
43,34** 136,51** 16,63-- 20,58·· 136,51'· .

219,11** 27,77'" 1,SOns 219,11*·
93,18" 26,51*' 87,09** 49,2)··
60,35** 73,64** 82,76** 29,9S'*
43,54** 6,92** 4,68** 43,54'*

126,19** 19:>,25*· O,OOns
32,54** 1,01ns 16,62·'

2,30ns 8,Oa** 8,33'*
73,59** 67,64** o,oOns

11,96** .: 126.19*·
27,23'* 4,55'

3,Olns 16,90··
0,22ns 73,59"

192,75**
11,97*·
24,74*·
67,64**

vácuo - "rreezer"

'l~stenw),ha. -"l:"reezex"

Estufa - Refrigerador

vácuo - Refrigerador

Cbs.: tesremmha sem secagem, annaze.narrento por
um mês em"fxeeaec" (-16Qc) e eu refrigera..,
dor (4Oc)

** •. significativo ao JÚvel a •• 0,01
* •• significativo ao JÚvel a - 0,05
ns • não 1i1gn1ficativo

t-'
N
~
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De acordo com as Tabelas 30 e 31 verifica-se:

a) E. camaldul~n~~~: o- pólen seco a vácuo e
armazenado em "freezer" e em refrigerador -apresE:!!
tou as maiores porcentagens de germinação, res-
pectivamente: 42,92% e 38,75%, de acordo com a Ta
bela 30. Novamente observou-se a tendência da
avaliação feita em um mês após o armazenamento, ou
seja, o comportamento intermediário do pôLen seco
em estufa (3SOe). Finalmente a testemunha tanto
armazenada em "freezer" quanto em refrigerador
apresentou germinação nula.

b) E. gftandJ...ó:comparando-se a Tabela 31 ao nível
de 5% com os resultados dos meses anteriores, ou
seja, Tabelas 23 e 27, evidencia-se que o pólen
seco a vácuo e armazenado em "freezer" sempre des
tacou-se corno o melhor tratamento em todos os ca-
sos. Por outro lado, o pólen seco a vácuo e arma
zenado em refrigerador exibiu urna germinação mui-
to baixa (.O,67%). Ates temunha, armaz enada em
'''freezer'',também apresentou germinação muito bai
xa, com 0,17%.

c) E. t~~~tJ..co~nJ...ó:nota-se que os tratamentos: sec~
gem a vacuo e armazenamento em "freezer", bem co-
rno secagem em estufa e armazenarnento em "freezer"
mantiveram as maiores médias de germinação, res-
pectivamente: 18,67% e 14,83%. O desempenho des-
ses tratamentos repetiu-se durante os três meses.
Também tornou-se evidente na Tabela 30, que o pó-
len armazenado no refrigerador independentemente
do método de secagem, apresentou baixa viabilida-
de com valores entre 6,25% e 0,17%. Neste caso,
mesmo o pólen que foi seco a vacuo ou em estufa



Tabela 32.
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(35
0

C) perdeu a viabilidade completamente aos
três meses quando armazenado no refrigerador, ao
passo que o pôLen que sofreu os mesmos tratamen-
tos e foi armazenado em "freezer" exibiu germina-
çio satisfat6ria.

d) E. UJr.Ophy.t.ta:: detecta-se Uma superioridade na g~

minação do pólen seco em estufa e armazenado em
"freezer", com valor de 29,59%. Ainda o pólen se
co a vácuo ou em estufa (350C) e armazenado em re
frigerador, apresentou germinação intermediária,
com mêdias respectivas de 16,17% e 17,25%. Por
sua vez, o pólen armazenado com conteúdo de umida
de inicial ("freezer'i e refrigerador) mostrou uma
viabilidade praticamente nula,. 0,25% para ambos
os casoS.

Valores de X2 para a germinaç~o (%) do pólen en-
tre as espécies de EUQa.typ~u~ sob os diversos
tra tamentos de secagem prêvia e armaz enamento.

(média)

ESPE:CIE

E. camddule.n6-ú
(24,19)

E. gltancüj.
(7,07)

E. MO pltljtta.
(12,39)

E. :teJte-ti.COltYl-W
(7,11)

43,84 ** 17,64**
.6,88**

6,86**

E. cllJ/laf.dule.n-ó-ú
E. 9:tctllcL0~

E. :teJt e..tú; oJtIl..W

43,84**

O,OOns

Obs.: armazenemento por 3 meses em 'tfreezer"(-16CC) e refrigerador (4CC)
** = aí çrií.f.í.cat.ivo ao nível Cl = 0,01

ns = não significativo
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Segundo a ~abela 32 ao nIvel de 1%, o E. Qamal

dulen~i~ apresentou a maior porcentagem de germinação em rel~
ção às demais espécies, com uma média de 24,19%; E. ultophylla

destacou-se logo a seguir com 12,39%; ji o E. ~elte~iQoltni~

e E. gltandi~ mostraram as menores médias, 7,11% e 7,07%, res-

pectivamente. t interessante salientar que durante os três

meses de avaliação, as espécies E. Qamaldulen~i~ e E. ulto-

phyllasempre apresentaram melhor germinação que os demais.

Outro fato curioso refere-se à obtenção de uma

maior porcentagem de germinação para certas espécies ao final

do terceiro mês de armazenamento quando comparada ao primeiro

mes. Por exemplo; E.Qamaldulen~i~ germinou 15,1-3% ao final

do primeiro mês e 24,19% ao final do terceiro mês. O E.ulto-

phylla germinou 10,82% no primeiro mês e 12,39% no terceiro

mes. O E. ~elte~iQoltni~ apresentou viabilidade de 5,72% no

primeiro mês e 7,07% no terceiro mês. Este fato novamente

pode ser atribuido à não reidratação adequada do pólen em câ-

mara fimida por tempo adequado antes do teste de viabilidade.

A reidratação tendo permanecida a cargo da umidade relativa
do ar por curto periodo de tempo, tornou-se heterogênea de

teste para teste. Todavia, verificou-se que os métodos empr~
gados para o armazenamentoapresentaram bons resultados ao fi

na1 de três meses.

De qualquer forma, evidenciou-se a necessidade
de secagem prévia para o armazenamento. Como foi enfatizado

na literatura, essa prática além de permitir a redução da ta-
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xa respiratória evita o ataque por microorganismos. Além do

mais quando se pretende submeter o pólen ã temperatura muito

baixa C-160C) ou menos) a redução de umidade é necessária p~

ra evitar o rompimento dos tecidos pelo congelamento intrac~

lular da água contida no pólen, como foi enfatizado na revi-

são bibliográfica.

~Dependendo do tratamento de secagem e da esp~

cie envolvida, ainda pode-se obter boa germinação no refrig~
rador após três meses de armazenamento como é o caso do E.

u~ophylla. Analisando-se, porém, os tratamentos que retive-

ram o maior poder germinativo destacam-se: E. g~~nd~~ e. E.

te~et~eo~n~~ e secagem em estufa (3SoC) com armazenamento em
"freezer" (-160C) para o E. u~o phylla. Verifica-se, portan-

to, que os melhores tratamentos sempre envolveram armazena-

mento em "freezer" C-160C).

4.10.2. Crescimento do tubo polínico

Os dados de comprimento médio (~m) do tubo ~
línico para as diversas espécies em função dos tratamentos
de redução de umidade e temperatura de armazenamento encon~
tram-se na Tabela 33.



Tabela 33. Comprimento médio do tubo polinico (~m) para 'as diferentes espécies em fu~
ção dos tratamentos de secagem prévia e resultados dos testes F e de Tukey.

Tratamento ESpeCIE

Secagem Arma zenarrento E. c.OJIla..f.dui.eYJ1l'ú' E. gJr.aYlcJ..ú. E. tC!.Jt e.UC.oJr.lÚ6 E. wr.ophyU.a

170i-11 379,-32
388,10 349,94 305,11 248,77
400,88 301,74 252,52 263,45

297,13 94,77 147,91
361,90 195,05 115,47 229,47
353,92 314,00 119,53 247,46

5,929 a 5,765 b 5,341 c 5,507 c

Testemunha "Freezer"
vácuo 11 Freezer11

Estufa(35OC) 11 Freezer11

Tes~u Refrigerador
vácuo Refrigerador
Estufa(35ac) Refrigerador
Média (grupamentodo teste de Tukey)

Média
'(grupamentodo
teste de Tukey),

5,751 a
5,692 a

5,463 b

Resultados de F espécies F tratamento x espécie CV (%)F tratamento
ANAVA

19,58** 8,75** 2,1845,75**
sendo: ** significativo ao nível a = 0,01

significativo ao nível a = 0,05
ns não significativo

coeficiente de variação experimental
armazenamento por três meses em ;"freez:er"(-160C) e refrigerador (40C)
Os dados de médias para espécies -,e tratamentos, bem como as ànili-
ses pelo teste F e de Tukey referem-se a dados transformados em

*

CV(%)

Obs. :

10g x. r-'
N
\.O
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Evidencia-se o comprimento médio do tubo polí
nico superior para o E. c.a.ma..tdu..te.Yl.-ói-ó(376,20 llm-); já o E.

u.~ophylla. com 253,23 pm e o E. te.~e.tic.o~Yl.i-ó com 176,25 pm,

apresentaram as menores médias de comprimento do tubo polín!

co. Dentre os tratamentos que retiveram ainda o poder ger-
ominativo, verifica-se que o pólen seco em estufa (35 C) e

armazenado em refrigerador, apresentou o menor comprimento

médio do tubo polínico (258,73 pm). Neste caso, isso se ju~
tifica peladeterioração do pólen neste tratamento.

Apesar de que os meios empregados 'para seca-

gem e armazenamento do pólen foram satisfatórios para o pe-
ríodo de três meses, deve-se observar métodos de redução de

umidade mais drásticos corno o emprego de liofilização. O ar
omazenamento sob temperaturas baixíssimas corno -196 C obtidas

por meio de gases liquefeitos devem constituir-se em um dos

caminhos para o armazenarnento a longo prazo.

Deve-se destacar no entanto, que o domínio de

técnicas empregadas para avaliar adequadamente o pólen sao

tão importantes quanto as técnicas de armazenamento. Estu-
dos com respeito a mudança da necessidade do pólen armazena-

do em relação aos componentes do meio de germinação devem

ser conduzidos. Há necessidade de pesquisas mais detalhadas.

A literatura evidencia que ao menos a mudança na necessidade
de carboidratos existe.
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o manejo adequado do pólen é um fator decisi-

vo para o sucesso do armazenamentoe de testes de germinação,

merecendo melhor consideração, especialmente para o Eu.c.a.lyp

tu.~. Por exemplo, o estágio ideal de desenvolvimento do pó-

len para todas as espécies é considerado quando rompe-se o

segundo opérculo. Todavia, não se tem registros de estudos

citológicos detalhados e a avaliação, conseqüentemente, tem

sido restrita ao aspecto visual.
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5. CONCLUSOES

- A extraçio do põlen de Eucatyp~u4 spp. a seco
adequada do que em água e em solventes orgânicos
acetona, éte.r etílico e éter de petrõleo.

~e mais
como:

~ necessária a reduçio de umidade do põlen visando o
armazenamento, mesmo que seja a curto prazo, devido a
reduçio do metabolismo do mesmo e a prevençio de conta-
minaçio por microorganismos.

~ oO armazenamento do polen em "freezer"(-16 C) foi mais
. o

eficiente do que em refrigerador (4 C) no período estu-
dado (3 meses), devido ao pré-tratamento de reduçio da
umidade do põlen.

- As concentrações de 30% de sacarose e 0,8% de ágar mos-
traram-se satisfatõrias à composiçio do meio de
cultura para a germinaçio do põlen "in vitro".

A determinaçio dos elenentosquímicos necessáriosà ccmposí.çâo
do meic.de.culttirapara a germinaçãodo pSlen torna-sedifícil\llTIa
vez que o estado nutricional da planta matriz exerce i~
fluência na necessidade ou nio de elementos adicionais
corno boro e cálcio.
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o- A temperatura de 25 C e umidade relativa de 99% sao
adequadas aos propósitos de germinação do grão de pólen
de Euealyp~u~ "in vitro".

As avaliações da germinação para as espécies de EuealYE
~u~ estudadas devem ser feitas com 24 horas de incuba-
ção; avaliações entre 6 e 18 horas sao precoces e em
período superior a 24 horas sujeitos a contaminação.

- A reidratação do pólen que.sofreu pré-tatamento de seca
gemparao armazenamento é imprescindível antes de sub-
metê-lo a.teste de germinação para uma avaliação adequ~
da de viabilidade.

o pólen de cada espécie ap~esenta um padrão próprio de
germinação. Dentre as espécies estudadas,·o E. eamald!:!:.
l~n~i~ sempre exibiu o maior índice de viabilidade.

- As variações relativas às espécies constituem-se nas
principais causas das diferenças no desenvolvimento do
tubo polínico. As variações relativas ao manuseio, tal
como.redução de umidade não são evidentes.
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Tabela I. Germinação do pólen (%) sob diferentes concentrações
de sacarose.

Repetição CONCENTRAÇÃO DE SACAROSE
O 20 - 25 30 35

1 1,58 0,95 3,45 2,32 1,56
2 1,30 1,32 5,92 2,58 1,13
3 2,37 1,36 4,27 1,8~ 2,18
4 1,70 0,50 3,82 0,26 1,02

Obs: Incubação por 18 horas
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Tabela II. Germinação (%) para o pólen de Euc.a.lyptu.ó u.Jto-
phylla. sob diferentes doses de boro.

Tratamentos Número de Grãos Germinação
(ppn de Eoro) GeJ:::minados Não Ge:rminados Total (%)

O 288 4.338 4.626 6,22
2 84 3.998 4.082 .2,06
4 106 3.763 3.869 2,74
6 118 4.544 4.662 2,53
8 86 3.468 3.554 2,42

10 72 5.223 5.295 1,36

Obs: Incubaçãc por 18 horas

Tabela III. Germinação (%) para o ,pólen de Euc.a.lyptu.ó teJteti
c.oJtni.ó sob o efeito de diferentes doses de boro.

Tratamentos NÚmero de Grãos Genninação
(ppm de Eoro) GeJ:::minados Não Germinados Total (%)

O 815 1.935 2.750 29,64
3 546 1.216 1.762 31,00
4 443 1.004 1.447 30,62
5 457 1.224 1.681 27,20
6 403 1.053 1.456 27,70

Obs: Incubação por 18 horas
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Tabela IV. Germinação (%) para o pólen de Euealyptu~ te~etieo~ni~ sob o efeito de dife-
rentes doses de boro.

'I'rat.amerrtoa Número de Grãos Germinação
(ppm de Germinados Não Germinados Total (%)
H3B03 ) RI R2 R3 Rlj Total RI R2 R3 a, Total RI R2 R3 Rlj

O 97 109 152 73 431 159 291 319 211 980 1.411 37,89 27,25 32,27 25,70
100 19 42 30 33 124 179 401 439 407 1.426 1.550 9,60 9,48 6,40 7,50
150 17 13 25 02 57 324 265 303 319 1.211 ·1.268 4,99 4;69 7,62 0,62
200 35 29 17 19 100 295 365 613 265 1.538 1.638 10,61 7,36 2,70 6,69
250 37 38 34 22 131 515 430 469 377 1.791 1.922 6,7 8,12 6,76 5,51
300 14 04 11 26 55 754 572 622 594 2.542 2.597 1,82 0,69 1,74 4,19

Obs: Incubação por 24 horas
R = Repetição
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Tabela V. Germinação (%)" para o Jpó1en de Euealyp~u4 ~e~e~~-
eo~n~4 sob efeito de diferentes doses de cálcio.

Tratamento NÚmero de Grãos Genninação
(ppm de Gel:minados Não Germinados Total (%)
cact22H20)

O 158 1.822 1.980 7,98
110 164 1.186 1.350 12,15
220 494 1.958 2.452 20,15
330 150 2.033 2.183 " 6",87
440 211 2.317 2.528 8,35

Obs: Incubação por 18 horas



Xabela VI. Germinação (%) para o pólen de Eueatyptu~ u~ophytta sob diferentes doses
de cálcio.

I

Tratamento Número de Grãos Germinação
(% )(ppm de Germinados Não Germinados Total

CaCt22H20)
R i R2 R3 Total RI R2. Ra Total • Ri R2 ·Ra

O ·66 5~ 80 199 597 414 499 1.510 1.709 10,59 11,35 13,82'
110 185 143 173 501 899 700 971 2.570 3.071 17,07 16,96 15,12
220 86 147 136 369 382 554 777 1.713 2.082 18,38 20,97 14,90
330 180 138 145 463 1.011 939 800 2.750 3.213 15,54 12,80 15,34
440 98 116 56 270 487 340 369 1.196 1.466 16,70 25,40 13,18

Obs: Incubação por 36 horas

I-"
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Tabela VII. Germinação (%) para o pólen de Eueaiyptu~ te~etieo~ni~ e Eueaiyptu~
u~ophyiia sob diferentes métodos de extração.

NÚ/rero de Grãos Germinação

Espécie Tratamento Germinados Não Germinados 'lbtal (%)

RI R2 R] R.. Total RI R2 R, R... Total RI 'R2 R, R...

1 217 264 265 313 1.059 473 '609 367 388 1.837 2.896 31,45 30,24 41,93 42,88
E.,teILwc.olUliA

2 610 502 464 543 2.119 81 103 60 95 339 2.458 88,28 82,98 88,55 85,11

1 3 5 2 5 15 760 846 524 646 2.776 2.791 0,39 0,58 0,38 0,77
E. wr.oph!fUa

2 11 13 21 10 55 461 586 681 569 2.297 2.352 2,31 2,17 2,99 1,73

Obs.: Incubação por 24 horas
R = Repetição
Tratamento: 1 - Pólen extraído em água e espalhado sobre o meio germinativo em so-

lução aquosa.
2 - Pólen espalhado a seco sobre o meio germinativo com o auxílio da

própria antera. ' •.....

"""co



Tabela VIII. Germinação (%) para o.pólen de Euealyptu4 eamaldulen~i4 sob o efeito de
extração com éter etilico e éter de petróleo.

NÚIrero de Grãos Germinação
'I'ratamento Germinados Não Genninados Total I (%)
(extração)

.RI H2 R3 RI! Total RI R2 R3 RI! Total RI R2 R3 &.

Testemunha 19 93 52 37 201 322 346 336 291 1.295 1.496 5,57 21,19 13,40 11,28
(água)

Éter etilico - 2 2 - 4 259 246 690 442 1.637 1.641 0,00 0,81 0,15 0,00

Éter petróleo 1 3 1 1 6 332 415 313 322 1.382 1.388 0,30 0,72 0,31 0,31

Obs: Incubação por 24 horas
R = Repetição

I-'
of:>.
~.
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Tabela IX. Germinação (%) para o pólen de
phylla extraído com acetona.

Eu.c.alyp-tu..ó u.Jto-

Tratamentos NÚmero de Grãos Germinação

Germinados Não Genni.nados Total (%)

Testemunha 126 1.517 1.643 7,70
(extração emágua)

Acetona 4 1.417 1.421 0,28

Obs: Incubação por 18 horas



Tabela X. Germinação (%) e comprimento do tubo pollnico (~m) para as diferentes es-
pécies em função dos tratamentos de secagem.

Eupécle Tr •.•la.rrC/ltl.l .. Média

1:.Orero c!e Grão. GenuInaçio

1\1

~lJ!cnto do
tubo polIn1co

(1'tIl

3a c· 'IDtAl 1 3 ) C• 'l\:>tal

GemI.rodo. N.ioGc~

n 61 72 O

5C U 122 29
16 56 51 22

68 80 72 91

Te •• rnunh.. I",,! 65. 59 7) H
cL,do rntc l ••1I

MÕdla

C*

28 H 18 12)

)7 72 27 14
7) 71 78 87

)717UU

10 ~C 38 90

cã.-....ara GCCa
122OC)

Estufo (l~1 li 91 91 95
Estufa I(OOC) U 91 89 61

v'.>eu:> ItCTperA- lH 88 111 91
tura a:-blon"'l
Te5t<.-:unI"•••1\.,1- li 128 26 3C
da.1.>lnclall .

52 CO 90 55

2C 15 O 34

)e 26 II 2a
6 10 H 14

36 14 11 39

• Il<....,uÇÕUll

Te. ur...nh.> 11•• 1- 37 27 )2 15
d..ld<: I1\Iel411

259

288
145

3U

22) 2)) 228 357

246 217 17& .271
284 2U 249 271

2)2 220 228 209

2 f C'

f .•.•••••tdul<,..ü

c:ãnut a lICCa
I22OC)

EslufA I)~)

E:<lUC. 1400c1
vêccc I~a-
lura ••~blente)

241 2)5 241 2H 256

f. 8~
181 212 286 282 171

26) 228 273 .226
221 229 222 2U

263 28) 281 25)

cã.-ur a &OC4
122<><:1

I:l;tul" ()~I

E<tufa (400c)
v'acuo ItO'l"'rA-
_a ",blcntel
TcslaTun.'>a luuj-
d..ld<: 1.,lelAII

. '41 25,67 22,)) 21,00 14,)) 20,8) 241,04 236,50 229,19 211,67

912 18,00 21,67 CO,67 9,61 24,00 232,09.20),02142,19 20C,79
1.055 5,)) 18,67 17,00 7,)) 12,08 222,50176,98265,)2210,52

889 32,67 26,67 2C,OO30,)) 25,92 2n,02 255,31 226,77 270,6)

.'59 21,67 19,67 2C!]) 14,67 ,20,08 i41,36 295,21 3)),01 280,U

229,60

195,53
218,83

2C6,O

235,58

210
309

U4

2U 220 256 21l 210

1.017 ',)) 4,67 6,00 41,00 15,25 212,61 181,15 195,00 34),65 .n,10

999 12,)) 24,00 ',00 24,67 11,50 220,52 329,86 219~90227,61
891 2e,)) 2),67 26,00 29,00 25,75 243,75 234,06 226,88 171,46

1.086 12,)) 5,67 4,)) 15,67 ',50 208,02 176,88 168,75.198,65 188,08

'56 26,67 14,67 ',]) 30,00 20,17 2U,59 195,31 187,36 201,25 207,U

f.tVl..uutJI.Ü

237 2a 260 210 245

32) 262 20) 207 205
)05 236 209 2U 239

454 156 212 169 209

224 .264 172 274 266

249,U'
219,04

963 11,)) 13,)) 30,00 18,)) 19,75 219,27149,67 212,09 232,25 .20),32

.71 12,67 32,)3 ll,OO n.o 26,91 193,36 219,29 191,67 228,99
895 21,]) 30,3) 29,61 20,)) 25,42 221,67 189,29 179,90 181,56

7C6 12,00 29,3) 0,67 3~,)) 28,8) 30),64 224,79 . 212,17 183,20

208,))
193,10

f. uMp/lWUA

c:fm:u-A ~
122<><:1

EotufA (l~1
Eotul. ((OOCI

v'acuo lturr=.-
tur. a.:,Lla-.t.a)

U6

101
CC

96

216 285 257 266

260 37e 387 373
294 290 286 286

214 286 28) 261

'76 ca,oo ~2,67 ',67 11,3) 37,67 130,U 244,48 165,42 25),48 198,45

1.084 ",00 5,00 14,)) 11,))

1.099 U,)) a,67 e,u ',))
1.1~ • 2,00 '1,11 ~,67 4,67

1.10~ ",61 4,67 S,67 13,00

9,67 163,86 181,46 195,52 180,U

',41 169,11 10,54 181,09 184,07
1,67. 136,36 172,82 166,15 160,21

',00 '1,80 11e,21 120,11 20),54

180,32.

1?O,91
158,8t

132,41

101 373 ·37) 268 28S 1.099 ',00 ',00 10,67 5,00 8,42 240,11 2)9~88 265,O}2~7,ll 248,18
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Tabela XI. Germinação (%) e comprimento do tubo polínico (~m) para as diferentes es-
pécies em função dos tratamentos de secagem.

~ do Grão~ ~ ();:apclnf',to do.'
Gcr ••lnaçÃo

Eopécl. TraUmento Gc=1nadofI Não Cen:Wuloe "I Média
tubo poUnlOO

iGlla(1'1I\I
1 2 3 4· 'l\)ul 1 2 3 4· Total 1 2 1 4· 1 2 3 '4·

Testdlunha
35,61 17,00 3~,OOI•••• ~ 104 101 lU 111 09 196 lU 189 183 161 34,66 36,58 311,50 289,68 300,00.283,01 291,55

f.clIJIt4tcLCtNU secagem (J'Q 101 lU 135 U9 468 199 181 165 181 132 35,61 17,67 45,00 39,67 39,50 367,39 344,06 218,22 295,31 321,25eSlllCallSOCI

&;'C"'JUl i 113 1.31 Ul 164 532 181 lU 113 136 661 31,61 46,00 39,00 54,67 44,33 '334,79 295,10 30.,83 363,83 324,89veccc

TcSlcm..u\ha
31 36 40 20 121 269 264 260 280 1.073 10,33 12,00 13,33 6,67 10,58 158,44 182,82 203,54 211,25 189,01I•••• 1iOCo1'l""'l

(. g'l4nw
SCca'JUA oq
cHIlCal3SOCI 19 2) 34 16 U 281 211 266 284 1.108 . 6,33 7,61 11,33 5,3) 7,67 181,51 139,06 144,06 183,95 162,16

"
Seca<Juu i 33 4l 31 19 UO 261 259 2U 281 1.010 ll,O(" 13,61 U,3) 6,)) 10,83 113,13 101,63 152,81 231,56 164,18vêcco

1'cstcr.u.'ãha 29 4l 9 16 95 211 259 291 28. 1.105 '.6; lJ,67 .3,00 5,33 7,92 lJ4,39 138,33 112,82 151,66 1~4,30
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'I'abelaXII. Germinação (%) e comprimento do tubo polínico
pécies em função dos tratamentos de secagem e

1

(~m) para as diferentes es
armazenamento por um mês.
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Tabela XIV. Germinação (%) e comprimento do tubo polinico (~m) para as diferentes es-
pécies em função dos tratamentos de secagem e armazenamento por 3 meses.
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