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RESUMO

SANTOS, Ana Claudia Schllemer dos. Técnicas para avaliar a viabilidade do polen de
Eucalyptus brassiana e Eucalyptus urophylla. 2016. 46f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduacao em Engenharia Florestal) - Universidade Tecnolégica Federal do
Parand. Dois Vizinhos, 2016.

O género Eucalyptus apresenta varias espécies com ampla utilizacdo, como matéria
prima para a industria madeireira, de papel e celulose, fabricacdo de moéveis e
producéo de energia. Os programas de melhoramento tém contribuido para aumentar
a produtividade e qualidade dos produtos desta espécie. Esse sucesso deve-se
principalmente a utilizacdo da hibridacdo, empregando-se a polinizagdo controlada.
Essa técnica apresenta inUmeras vantagens na sintese de hibridos, pois, além de
proporcionar o conhecimento da capacidade geral e/ou especifica de combinacgéo das
matrizes, possibilita 0 cruzamento entre parentais com caracteristicas especificas
para o melhoramento florestal. Para que esse processo seja bem-sucedido é de
extrema importancia o uso de pdlen viavel, adequadamente manipulado, incluindo a
coleta, extracao, secagem, armazenamento e a analise da sua viabilidade. O presente
trabalho teve como objetivo estabelecer melhor técnica para indicar a viabilidade do
polen de Eucalyptus brassiana e Eucalyptus urophylla. O trabalho foi realizado no
Laboratério de Pdolen da Embrapa Florestas, no municipio de Colombo — Parana.
Neste estudo, foram utilizados os polens de duas espécies do género Eucalyptus: E.
brassiana S.T. Blake, E. urophylla S.T. Blake. Para os testes de germinacao in vitro
foram utilizados diferentes meios de cultura considerando o meio de Brewbaker &
Kwack, e diferentes tipos de acglcares: sacarose, frutose, lactose, galactose, glicose.
Os ensaios de germinacdo foram realizados em blocos ao acaso, com quatro
repeticbes e a contagem de 300 graos de pdlen por repeticdo. Foram considerados
como germinados 0s graos que apresentarem tubo polinico com comprimento maior
gue seu diametro maior. Para a andlise da viabilidade utilizando corantes especificos,
foram empregados o uso de diferentes corantes e concentracdes: 2,3,5 Cloreto de
trifeniltetrazélio (TTC) com as concentracdes 0,5 %, 1,0 % e 1,5 % e Azul de
Lactofenol a 1 %. Com isso foi possivel o aperfeicoamento de técnicas adequadas
para os testes de viabilidade do polen de E. urophylla e E. brassiana empregadas no
trabalho. O acucar que se mostrou mais eficiente foi a sacarose proporcionando as
maiores porcentagens de germinacéo, 79,17 % e 63,50 %, para E. urophylla e E.
brassiana, respectivamente e o corante que melhor expressou a viabilidade polinica
foi 0 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazolio com a concentracdo de 1,5% por 60 minutos.

Palavras-chave: Eucalyptus. Corantes. Germinagao in vitro.



ABSTRACT

SANTOS, Ana Claudia Schllemer dos. Techniques for evaluating the viability of
Eucalyptus brassiana and Eucalyptus urophylla pollen. 2016. 46f. Trabalho de
Conclusédo de Curso Il (Graduagdo em Engenharia Florestal) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2016.

The genus Eucalyptus presents several species with wide use, as raw material for a
wood industry, pulp and paper, furniture manufacturing and energy production.
Breeding programs have contributed to increasing the productivity and quality of the
products of this species. This success is mainly due to the use of hybridization, using
a controlled pollination. This technique is useful for the advantages of a hybrid
synthesis, besides providing knowledge of the general capacity and for the specific
combination of the matrices, the possibility of crossing between relatives with specific
characteristics for the forest improvement. For this well-being to be successful, there
must be a matter of utmost importance for the use of a viable, properly manipulated,
including collection, extraction, drying, storage and analysis of its viability. The present
work had as objective to establish a better technique to indicate the viability of
Eucalyptus brassiana and Eucalyptus urophylla pollen. The work was carried out in the
Pollen Laboratory of Embrapa Florestas, in the municipality of Colombo - Parana. In
this study, the pollen of two species of the genus Eucalyptus was used: E. brassiana
S.T. Blake, E. urophylla S.T. Blake. For the in vitro germination tests different culture
media were used considering Brewbaker & Kwack medium, and different types of
sugars: sucrose, fructose, lactose, galactose, glucose. The germination assays were
performed in randomized blocks with four replicates and a 300 gram count. The grains
that presented the pollen tube larger than its larger diameter were considered as
germinated. Analysis of viability through specific dyes, using and using different dyes
and concentrations: 2,3,5 Chloride Of triphenyltetrazolium (TTC) with concentrations
of 0.5%, 1.0% and 1.5% and Lactophenol Blue the 1 %. With this, it was possible to
improve adequate techniques for the feasibility tests of E. urophylla and E. brassiana
pollen employed in the work. The sugar that was most efficient for a higher percentage
of germination, 79.17% and 63.50% for E. urophylla and E. brassiana, respectively,
and the dye that best expressed a pollen viability for 2,3,5 Chloride Of
triphenyltetrazolium at a concentration of 1.5% for 60 minutes.

Keywords: Eucalyptus. Dyes. In vitro germination.
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1. INTRODUCAO

As espécies do género Eucalyptus sédo exdticas no Brasil e historicamente
possuem potencial de uso, pois se adaptaram bem as condicbes edafoclimaticas
brasileiras, atingindo produtividade igual ao seu local de origem, a Australia, em
periodo de tempo menor. Isso se deve aos avanc¢os dos programas de melhoramento
genético no Brasil, que vem usando intensivamente cruzamentos controlados
(hibridacéo), gerando hibridos com maior produtividade e resistentes a pragas e
doencas e, com uma 6tima qualidade da madeira. (IPEF, 2010; SFB, 2010; FILHO &
SANTOS, 2011).

O melhoramento genético e, especialmente, os cruzamentos controlados sdo
técnicas eficientes de se conseguir materiais genéticos com as caracteristicas
desejadas, como maior incremento anual, resisténcia a pragas, dentre outras
(PEREIRA, 2002; FONSECA et al., 2010).

Embora a hibridacdo seja muito importante, a polinizacdo controlada de
diferentes espécies muitas vezes € dificultada pela diferenca entre o periodo de
producéo de poélen e do 6vulo. Sob condi¢des naturais, a viabilidade do pdlen € muito
curta, se restringindo a apenas alguns dias. Portanto, para que sejam efetuados os
cruzamentos desejados ha necessidade da manutencdo da viabilidade do p6len em
condicBes artificiais, para possibilitar o cruzamento no periodo de receptividade do
estigma da planta receptora. Mesmo que ocorra o florescimento dos pares no mesmo
periodo, existe ainda a defasagem natural do florescimento individual (baixa floracao)
que pode comprometer o procedimento. Portanto o desenvolvimento de técnicas de
manejo do pdlen para manté-lo vidvel, bem como testes de viabilidade do pélen,
precisos e confiaveis, sdo essenciais para a hibridacdo ser bem-sucedida (SOUSA,
1988; ASSIS, 1996; SOUSA, 1990; EINHARDT et al., 2006).

A polinizacdo controlada permite reunir caracteristicas superiores desejadas,
como maior producéo de madeira, maior resisténcia a pragas e a fendémenos naturais,
bem como, menor teor de lignina para a producdo de celulose. Gera-se assim
individuos com caracteristicas superiores provenientes de diferentes individuos
selecionados (SOUSA, 1988; ASSIS, 1996; PEREIRA, 2002).

Para o sucesso no manuseio do pélen devem ser coletados os materiais
desejados (flores antes da abertura do botéo floral), nas épocas adequadas, com a

maxima viabilidade do pdélen, e armazenados nas condi¢des favoraveis a manutencao
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da viabilidade. O ideal € o armazenamento do polen sob condi¢gbes que propiciem a
viabilidade a médio e longo prazo. E por fim testes confidveis de avaliagdo da
viabilidade devem estar disponiveis para assegurar o uso de material viavel e o
sucesso da hibridacdo (SOUSA, 1988; ASSIS, 1996).

A avaliacdo da viabilidade para o monitoramento do polen armazenado e do
sucesso dos cruzamentos controlados podem ser feitas utilizando-se corantes
especificos ou germinagdo do pdélen. A germinacdo pode ser in vivo ou in vitro. Na
germinacao in vivo, h4 a necessidade de um sistema na propria planta para a
avaliacdo da viabilidade. Ja na germinacéo in vitro, tenta-se reproduzir as condi¢des
naturais do estigma e estilete adicionando os componentes necessarios a germinacao
em um meio de cultura. (SOUSA-LANG & PINTO JUNIOR, 1997; FONSECA et al.,
2010).

Os carboidratos sé&o essenciais nos meios de cultura no processo germinativo
do pdlen. Diversos meios de cultura, visando a germinacao do polen ja foram testados,
desde uma simples agua destilada, até meios mais variados, envolvendo diferentes
compostos e diferentes concentracfes. A agua teve escassos relatos de ser um bom
meio de cultura para a germinac¢ao do pélen (SOUSA-LANG & PINTO JUNIOR, 1996).

Técnicas utilizando corantes especificos constituem-se na maneira mais rapida
e prética de avaliar a viabilidade do pélen. No entanto, algumas ressalvas devem ser
consideradas, como a possibilidade de superestimar-se a viabilidade, podendo haver
a coloracdo de polens imaturos e inviaveis, em funcdo do modo de acdo de cada
corante (MUNHOZ et al., 2008).

Cada um dos diversos corantes age de maneira diferente com as atividades
vitais dos graos de polen. O 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC) atua na atividade
de enzimas desidrogenases envolvidas na respiracdo de tecidos vivos, estando
associada a sua capacidade de germinacdo. Esse reage com o hidrogénio produzido
pela respiracéo celular da ao pélen uma coloragcéao vermelha. Ja o azul de Lactofenol
baseia-se na coloracdo do citoplasma denso de células vivas, tornando 0s mesmos
azuis, nao colorindo aqueles que ndo possuem citoplasma ou o contém em baixa
quantidade (RADFORD et al., 1974; DERIN & ETI, 1999; HOEKSTRA & BRUINSMA,
1975; MULUGETA et al., 1994, DOMINGUES et al., 1999, RIGAMOTO & TYAGI,
2002; BAEZ et al., 2002; PLINE et al., 2002; MUNHOZ et al., 2008).

Para tanto, se faz necessario o desenvolvimento de técnicas para o

armazenamento do pdélen, em condic¢des artificiais, mas que ainda possibilitem o seu
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uso e médio e longo prazo, bem como € fundamental o aperfeicoamento de testes de
viabilidade do polen, para garantir que o polen esteja viavel e seus resultados sejam
praticos, rapidos e confiaveis, para que 0os mesmos possam ser utilizados nos

programas de melhoramento e conservacao genética.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer melhor técnica para indicar a viabilidade do polen de Eucalyptus

brassiana e Eucalyptus urophylla.

2.2 Objetivos especificos

I.  Definir o melhor meio de cultura para a germinacdo do pdlen de Eucalyptus
brassiana e Eucalyptus urophylla;

Il. Identificar o melhor corante, a melhor concentracdo e o periodo de tempo de
acao de corantes especificos para estimar a viabilidade do pélen de Eucalyptus
brassiana e Eucalyptus urophylla;

[ll.  Comparar o resultado do teste de germinacdo in vitro com os diferentes

corantes testados.
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3. JUSTIFICATIVA

No setor florestal brasileiro, as espécies exoticas, comumente plantadas, sao
as de crescimento rdpido como as do género Eucalyptus e Pinus, melhor adaptadas
as condi¢bes climaticas das regides tropicais e subtropicais, onde encontram
condicdes favoraveis para o seu crescimento, possuindo ampla utilizacdo dos seus
produtos e grande contribuicdo para o pais.

O investimento em pesquisas no melhoramento florestal e na silvicultura do
género Eucalyptus, tem consolidado o seu uso em plantios comerciais. O Brasil, hoje,
detém as melhores tecnologias na silvicultura desse género.

No melhoramento florestal de Eucalytpus a hibridacdo desempenhou e
continuard desempenhando papel importante na obtencdo de material genético
altamente produtivo e resistente a pragas e doencas. Um exemplo bem conhecido é
o E. urograndis, resultado do cruzamento de Eucalytpus grandis x Eucalytpus
urophylla que tem sido amplamente utilizado em diversas regides do Brasil pelas suas
caracteristicas de produtividade interessantes especialmente para industria de papel
e celulose.

A possibilidade de obtencdo de outros hibridos promissores € muito grande
para esse género. No entanto, a hibridacdo s6 é bem sucedida com o adequado
manejo do polen.

Cuidados especiais devem ser tomados com o polen, desde a coleta, extracao,
armazenamento e, testes viabilidade do pdlen que tenham resultados confiaveis.
Portanto, protocolos de manuseio visando o armazenamento a medio e longos prazos
e testes que mostrem a real viabilidade do pdlen devem ser desenvolvidos para as
diferentes espécies visando o maximo aproveitamento do potencial do pdlen e a

producdo de uma maior quantidade de hibridos.
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5. REFERENCIAL TEORICO

5.1 Espécies do género Eucalyptus

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, possuindo mais de 600
espécies catalogadas com base em diferencas morfolégicas, sendo quase todas de
origem australiana. Dentre essas, varias sdo importantes para o Brasil, apenas quatro
ocorrem naturalmente fora da Australia, sendo elas o E. urophylla S. T. Blake, E.
tereticornis Smith, E. pellita F. Muell e E. brassiana S. T. Blake (FONSECA et al.,
2010).

O género Eucalyptus foi descrito pela primeira vez pelo botanico francés
Charles Louis L'Héritier de Brutelle, em 1788. “O nome do seu género faz referéncia
a capa ou opérculo que cobre os 6rgaos reprodutores da flor, até que cai e os deixa a
descoberto. Este opérculo é formado por pétalas modificadas. O poder atrativo das
flores das espécies deste género deve-se a exuberante colecédo de estames que cada
uma apresenta, e ndo as pétalas, como acontece com muitas plantas. Os frutos sao
lenhosos, de forma vagamente cbnica, contendo valvulas que se abrem para libertar
as sementes” (CIFLORESTAS, 2015).

As principais espécies empregadas no Brasil, de acordo com Fonseca et al.
(2010), sao: do género Corymbia, segundo recente classificacéo: C. citriodora (Hook)
K. D. Hill & L. A. Johnson, C. maculata (Hook) K. D. Hill & L. A. Johnson, C. torelliana
(F. Muell.) K. D. Hill & L. A. S. Johnson; e as do género Eucalyptus: E. benthamii
Maiden & Cambage, E. brassiana S. T. Blake, E. camaldulensis Dehnh, E. cloeziana
F. Muel, E. dunnii Maiden, E. globulus Labill, E. grandis W. Hill ex Maiden, E. nitens
(Deane & Maiden) Maiden, E. pellita F. Muell, E. pilularis Smith, E. pyrocarpa L.
Johnson & Blaxell, E. saligna Smith, E. smithii R. T. Baker, E. tereticornis Smith, E.
urophylla S. T. Blake e E. viminalis Labill.

Segundo Fonseca et al. (2010) a reprodugdo do eucalipto €
predominantemente por alogamia, ou seja, fecundacao de uma flor de determinada
planta pelo pélen de outra. As taxas de autofecundacao ocorrem geralmente em torno
de 10 %, podendo chegar a 35 %. As flores sdo hermafroditas e protandricas, isto €,
possuem o0s dois sexos na mesma flor, no entanto o sexo masculino amadurece

primeiro. A polinizacéo é feita geralmente por insetos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Charles_Louis_L%27H%C3%A9ritier_de_Brutelle
http://pt.wikipedia.org/wiki/1788
http://pt.wikipedia.org/wiki/Op%C3%A9rculo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Flor
http://pt.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9tala
http://pt.wikipedia.org/wiki/Estame
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Semente
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O E. brassiana S. T. Blake ocorre naturalmente em formacOes florestais
fechadas ou abertas. A distribuicdo latitudinal vai de 13,5° E (lado ocidental) até
préximo a 16,5° E (lado oriental) na Australia. Encontra-se desde o nivel do mar até
cerca de 650 m de altitude. Tem porte pequeno, com altura variando de 7 a 15 m, e
didametro de 0,3 a 0,5 m. A arvore pode apresentar ramificacao a partir da parte baixa
do tronco com multiplos caules ascendentes. A casca € persistente até 2 m ou mais,
espessa, tendendo para dura com fissuras longitudinais irregulares de cor cinza
escura. Na parte superior a casca € lisa de cor clara, geralmente tomando uma
coloragcdo amarelada. O cerne de sua madeira € leve, de cor réseo amarronzado com
anéis de crescimento estacional. Outras propriedades sao desconhecidas. Cresce
geralmente em encostas com solos pobres de estrutura rochosa, bem drenados e em
regibes com topografia levemente ondulada. E encontrado também em varzeas
inundaveis e em depressdes (TURNBULL & BROOKER, 1978; MOURA et al., 1995;
MOURA, 2003; FONSECA et al., 2010).

O E. urophylla S. T. Blake possui duas variedades diferentes, sendo uma de
casca fibrosa e folhas lanceoladas, procedente de regides com altitudes superiores a
1.000 m e outra de casca lisa em diferentes proporgdes do fuste e folhas com forma
e tamanho variaveis. E mais resistente a seca, sua madeira também é utilizada para
construcéo civil, mourdes de cerca, estruturas que demandam alta resisténcia e, para
celulose e carvdo. Essa espécie é tolerante a ferrugem (MARTIN & COSSALTER,
1975; VIEIRA & BUCSAN, 1980, JUNIOR & GARCIA, 2003; FONSECA et al., 2010).

5.2 Importancia socioecondmica e ambiental

Devido a exploracdo indiscriminada das florestas nativas brasileiras com a
consequente reducdo de area nos diferentes ecossistemas, a maior parte das
espécies encontra-se ameacada de extin¢do e proibida de exploracdo. Nesse sentido,
o plantio de espécies exodticas que venham atender a demanda do mercado e reduzir
a pressao sobre os remanescentes nativos é uma das solugdes mais viaveis (SFB,
2015).

O género Eucalyptus foi introduzido no século passado, com uma histéria de
sucesso no Brasil, que hoje € um dos maiores exportadores de fibras curtas do mundo.
Além disso, 0 mesmo tem sido amplamente empregado para dormentes, postes,

construgao, laminados, compensados, entre outros. Com a silvicultura intensiva esse
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género encontrou no Brasil condicbes de produtividade elevada em relacdo a regiao
de origem, sendo muito atrativa tanto para grandes quanto pequenos produtores
(SFB, 2015).

As florestas plantadas tém enorme importancia para a sociedade por contribuir
Nnos aspectos econdmicos, sociais e ambientais, na geragao de bens e servigos. No
meio ambiente, além de gerar madeira como matéria-prima, ainda colaboram
reduzindo a pressao sobre as florestas nativas, prestando importantes servicos
ambientais para a sociedade, bem como protegendo areas degradas, ajudando no
combate a mudancas climéticas, protegendo bacias hidrograficas e a biodiversidade
(IPEF, 2010).

Em 2014, no Brasil a area de espécies florestais plantadas para fins industriais
totalizou 7,74 milhdes de hectares, com aumento de 1,8 % em relacdo a 2013. Deste
total os plantios de espécies do género Eucalyptus correspondiam a 5,56 milhdes de
hectares da area plantada no pais, representando 71,9 % do total, encontrando-se
principalmente nos Estados de Minas Gerais (25,2 %), S&o Paulo (17,6 %) e Mato
Grosso do Sul (14,5 %) (IBA, 2015).

O setor brasileiro de florestas plantadas vem aumentando sua produtividade
(SFB, 2010). Os fatores ambientais favoraveis no Brasil beneficiam a silvicultura.
Entretanto novas tecnologias sdo indispensaveis para incrementar a produtividade,
tais como a utilizacdo de sementes de boa qualidade, o melhoramento genético das
espécies, a realizacdo de cruzamentos controlados visando a obtencao de hibridos e
a clonagem de espécies florestais por meio de diversas técnicas de propagacao
vegetativa. Esses fatores fazem com que o Brasil se destaque tanto no plantio de

coniferas como folhosas.

5.3 Hibridagdo nos programas de melhoramento

A hibridacdo € um método importante quando se visa florestas com alta
produtividade. Isso foi conseguido, no Brasil em diversos cruzamentos que
aproveitavam a viabilidade comercial da heterose e posterior propagacéo clonal. A
heterose positiva, significa que devem ser individuos dominantes, tendo média para
superar a média dos seus genitores, além de possuir a garantia de que irdo conter as
caracteristicas de interesse do melhor genitor utilizado (ASSIS et al., 1993; FONSECA
et al., 2010).
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Dentro dos programas de melhoramento genético do género Eucalyptus, a
utilizacéo de hibridos inter e intraespecificos vem tendo importante incremento. Outro
fator importante € a manifestacdo da heterose verificada em varios cruzamentos,
fazendo com que através da hibridacdo, o ganho genético seja alcancado de forma
mais rapida (ASSIS, 1996).

O eucalipto destinado a producédo de papel e celulose € o setor que mais
demanda madeira e vém recebendo maiores investimentos das empresas para
melhoramento genético, aplicando-se tecnologias para obtencédo das caracteristicas
desejadas, incrementando os ganhos genéticos da espécie. O objetivo desse setor €
a obtencdo de individuos com madeira de menor teor de lignina ndo reativas no
processo de polpacdo. Atualmente, o material genético que mais vem sendo estudado
e usado é o hibrido de Urograndis, com a restricdo de possuir grande quantidade de
lignina. Desta forma, outros hibridos vém sendo testados com estas e outras
caracteristicas de interesse industrial (PEREIRA, 2002; FILHO & SANTOS, 2011).

No entanto, deve-se atentar também aos novos desafios florestais que sao o
surgimento de novas pragas, insetos introduzidos que vém causando preocupacao,
por ter rapida adaptacdo a novos materiais genéticos nas florestas de eucalipto
(PEREIRA, 2002; ASSIS, 2014).

Os cruzamentos controlados com Eucalyptus spp. utilizando pélen armazenado
sdo a melhor forma de se obter individuos superiores por meio do uso de genitores
com assincronia de floracdo. Esse procedimento permite combinar caracteristicas
superiores de dois individuos de forma dirigida e bem assertiva. Contudo, 0s
procedimentos realizados no manuseio do pdlen a ser utilizado nos cruzamentos
devem ser cautelosos, desde a coleta, transporte, extracdo até o armazenamento,
essas etapas sdo fundamentais para a manutencédo da viabilidade do pélen, fator
determinante para o sucesso dos cruzamentos controlados (SOUSA, 1988; ASSIS,
1996).

5.4 Fatores que afetam a viabilidade do polen

5.4.1 Manejo do pélen
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O pélen apresenta viabilidade maxima quando coletado em adequado estadio
de desenvolvimento, ou seja, na antese. Entretanto, na maioria das vezes nao é
possivel realizar os cruzamentos imediatamente apés a abertura floral. Muitas vezes
a floracdo de algumas espécies ndo ocorre no mesmo periodo, sendo necessario o
armazenamento do polen até o proximo ano, ou os pélens utilizados para os
processos sdo advindos de outras regifes ou até mesmo de outros paises, sendo
assim imprescindivel o armazenamento do poélen. Desta forma, se fazem necessarios
testes de viabilidade para a utilizacdo deste pélen (EINHARDT et al., 2006).

Em sua pesquisa Fonseca et al. (2010), afirmam que o pdélen de Eucalyptus
pode ser coletado diretamente, quando as flores apresentam-se em antese ou
indiretamente, onde os ramos contendo com botdes florais préximo a antese séo
cortados e suas bases imersas em recipientes com agua, até que as flores atinjam a
fase de antese. Caso as flores ja estejam abertas, estas devem ser descartadas pois
ja podem estar contaminadas por outros polens ndo desejados. O controle do
ambiente onde os ramos contendo as flores permaneceréo, é importante e deve incluir
o controle de umidade (alta) e temperatura (de 25 °C a 30 °C) para acelerar a antese.
Apés a fase desejada ter sido alcancada, as flores deveréo ser secas, e em seguida
armazenadas a baixas temperaturas. Apos a secagem os graos de pélen, podem ser
armazenados em frascos criogénicos com temperaturas de -16 a -18 °C.

Para que seja possivel o cruzamento de espécies em periodos diferentes de
floracdo, é necessario que o poélen que sera utilizado seja armazenado de maneira
correta. E para que esse armazenamento tenha sucesso, a umidade e a temperatura
devem ser controlados. Estes, tem relacdo direta com o metabolismo do pélen e a
reducao de tais atividades metabdlicas tendem a aumentar a longevidade deste pdlen
armazenado (SOUSA, 1990).

Para que o armazenamento em médios e longos prazos seja bem-sucedido é
necessario que o polen seja coletado, secado, transportado e armazenado de forma
correta, bem como, devem serem feitos testes de viabilidade antes de sua utilizag&o.
Frente a isso, protocolos devem ser desenvolvidos, tendo em vista que cada espécie
tem comportamento diferente em cada uma dessas etapas, e isso pode vir a
comprometer a viabilidade do pdlen (ASSIS et al., 1993; SOUSA-LANG & PINTO
JUNIOR, 1997; SOUSA, 2010).

Diversos aspectos contribuem para o sucesso dos programas de melhoramento

genético quando se pretende empregar a técnica de hibridacdo controlada, desde a
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época ideal de coleta do polen, o armazenamento correto deste e a verificacdo de sua
viabilidade, antes de se efetuar as poliniza¢des controladas. Embora o eucalipto seja
amplamente empregado nos plantios florestais, ainda carece de estudos nestas areas,

para as diversas espécies do género.

5.4.2 Testes para avaliar a viabilidade do pélen
5.4.2.1 Germinac¢éao do polen in vitro e in vivo

A germinacgédo do pdlen pode ser de duas formas in vivo ou in vitro. No entanto,
na primeira ha a necessidade de um sistema na prépria planta para a avaliacdo da
viabilidade. Ja no segundo, tenta-se reproduzir as condi¢des naturais do estigma e
estilete adicionando-se 0s componentes necessarios a germinagdo em um meio de
cultura onde o polen permanece por determinado periodo de tempo para o
crescimento do tubo polinico (SOUSA-LANG & PINTO JUNIOR, 1997; FONSECA et
al., 2010).

Desta forma, a germinacgao in vitro consiste na germinacdo de uma pequena
amostra de pdlen em meio de cultura apropriado para a espécie. O pélen fica
germinando por periodo que dependerd das exigéncias de cada espécie e,
posteriormente, pode ser observado no microscopio, 0 numero de grdos que
produziram tubo polinico. Desta forma o meio de cultura afeta diretamente o processo
de germinacao (DUTRA et al., 2000; FRANCA et al., 2006; SALLES et al., 2006).

E o teste mais simples e seguro, e pode ser feito em meio semi sélido ou liquido,
ambos devem conter fonte de aglcar (comumente a sacarose) e o0 agente solidificante
(normalmente o agar). A porcentagem de germinacdo do grdo de pélen é acessada
com a contagem dos tubos polinicos que se desenvolveram, em relacdo aos nimeros
de graos de polen totais (FONSECA et al., 2010).

Para que haja maxima germinacdo desejada, existe a necessidade de se
determinar, a qualidade e também a quantidade de componentes necessarios no meio
de cultura. Mas esse meio normalmente tera carboidratos e elementos estimulantes,
como Acido Boérico, Acido Citrico, Nitrato de Calcio e reguladores de crescimento,
dentre outros (SOUSA, 1988).

Uma das principais substancias do meio de cultura que permite a emisséo do

tubo polinico é qual o tipo de aglcar e sua concentragdo, 0 mais utilizado € a sacarose.
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Fornecendo assim o equilibrio osmatico entre o polen e o meio de cultura contendo a
solugcéao de germinacao, bem como fornece energia para o desenvolvimento do tubo
polinico (STANLEY & LINSKENS, 1974; FRANCA et al., 2006; SALLES et al., 2006).

De acordo com Stanley & Linskens (1974), além de solidificar o meio de cultura
0 agar ou gelatina também atua na incorporacdo do aclUcar e sobre as condi¢cdes
aerdbicas adequadas para o processo germinativo.

As substancias mais utilizadas do meio de cultura sdo os carboidratos, os
micronutrientes e o0s horménios. Dorman (1976), considerou os carboidratos
simplesmente para o crescimento do tubo polinico, como fonte de energia. Contudo,
Bhojwani & Bhatnagar (1974), o consideram como o principal fator de controle da
pressdo osmatica.

Em seus estudos Stanley & Linskens (1974) afirmaram gue os acucares podem
dar repostas diferenciadas, tendo o emprego de carboidratos como a lactose, permite
ao polen metabolizar mais rapidamente, facilitando o crescimento do tubo polinico.
Dessa forma, € essencial estudar os diferentes acglcares, para se testar qual é o
melhor para cada espécie.

Apesar de a sacarose ser o0 aclcar mais indicado para germinagdo de pélen
para muitas espécies, Marchant et al., (1993) instigam o estudo de outros tipos de
acucares, como a lactose animal, a frutose, entre outros (FAULL, 1955; STANLEY &
LINSKENS, 1974). E ap6s o surgimento da solucéo de Brewbaker & Kwack (1963), a
qual poderia induzir a um resultado diferente dos acucares, se houvesse interacao
entre agulcares e nutrientes, torna-se muito importante testar se ha ou ndo essa
interacao.

Segundo Sousa-Lang & Pinto Junior (1997), a manutencdo da viabilidade do
polen é primordial para os programas de melhoramento genético, estando sujeita aos
fatores intrinsecos a espécie ou as condi¢cdes de armazenamento. E para se obter
resultados confiaveis da viabilidade do armazenamento do polen, deve ser
determinado o meio de cultura que possibilite o0 desenvolvimento do mesmo, para isso
tem de haver a formacéo do tubo polinico, e este deve ter o comprimento maior que o

seu diametro.
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5.4.2.2 Corantes especificos

Outro método utilizado para avaliar a viabilidade do polen € por meio de
indicadores de coloracao, usando corantes especificos. Esse método é mais rapido e
simples que o da germinacgéo in vitro. Porém, alguns autores relatam que né&o é
adequado pois alguns corantes podem superestimar a viabilidade polinica. O que
indica realizar estudos comparando-se 0s dois métodos para identificar quais os
corantes estimam com maior fidelidade a viabilidade do p6len (MUNHOZ, et al. 2008),
de forma que haja correlacédo entre os métodos.

Para Alvim (2008), tanto quanto a importancia da germinacgao, a coloracao dos
pélens viaveis é indispensavel. Utilizando-se de corantes esse processo se torna
rapido, simples e barato, mas o corante utilizado ndo deve mascarar o valor real da
germinacao. Existem varios corantes, com acdo diferente nas diversas espécies
aplicadas, dentre ele, tem-se destaque para: carmim acético, azul de Lactofenol, azul
de algodao, iodeto de potassio, Cloreto de 2,3,5 de trifeniltetrazdlio (TTC), tetrazdlio
nitro-azul (STANLEY & LINSKENS, 1974) e verde malaquita com fucsina &cida
(ALEXANDER, 1980).

Cada corante tera acao diferenciada na atividade do gréo de poélen. O 2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazéil (TTC) age na atividade das enzimas desidrogenases, as
quais, catalisam, as reacdes respiratorias nas mitocondrias, durante a glicolise e o
Ciclo de Krebs, atuado na respiracdo dos tecidos vivos, ao ser inserido, pela
respiracdo do tecido, na cadeia transportadora de elétrons mitocondriais. Essa
atividade enzimatica tem relacdo com a sua capacidade de germinacdo. Quando com
o hidrogénio, no momento da respiracéo celular, este corante, da ao gréo de pdlen
uma coloracdo avermelhada, podendo assim, verificar-se sua viabilidade. Quando o
polen € imerso na solucdo de TTC, a solucdo se espalha pelos tecidos, mas nas
células vivas ocorre uma reacao de reducdao, resultando na formagcao de um composto
vermelho, conhecido como formazan, que exercera a fungcédo do ultimo aceptor de
elétrons, substituindo o oxigénio, dentro da cadeia transportadora de elétrons na
membrana mitocondrial. (DERIN & ETI, 1999; FRANCA NETO et al, 1998;
HOEKSTRA & BRUINSMA, 1975; MOORE, 1973; VERLEYSEN et al., 2004; AMUTHA
et al., 2007).

Quando o formazan é formado, h& indicativo da atividade respiratéria e por

conseguinte da viabilidade celular. Nesse sentido, tecidos néo viaveis, ou seja, que
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nao respiram, ndo reagem e, portanto, ndo sdo coloridos. Enquanto as células que
respiram apresentam coloracao avermelhada (FRANCA NETO et al., 1998).

Assim como o TTC, o azul de lactofenol também é bastante utilizado para
avaliar a viabilidade do pdlen, porém este tem acéo diferenciada do TTC, agindo no
citoplasma denso das células vivas, ndo colorindo aqueles que ndo possuem
citoplasma ou o contém em baixa quantidade (RADFORD et al., 1974; MULUGETA et
al. 1994; DOMINGUES et al. 1999; RIGAMOTO & TYAGI, 2002; BAEZ et al. 2002;
PLINE et al. 2002).
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6. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Pélen, de Biologia Molecular

e de Cultura de Tecidos da Embrapa Florestas, no municipio de Colombo — Parana.

6.1 Material vegetal

Neste estudo, foram utilizados os polens de duas espécies do género
Eucalyptus, E. brassiana S.T. Blake, E. urophylla S.T. Blake, que foram fornecidos
pela empresa Suzano Papel e Celulose parceira da Embrapa Florestas.

Os materiais chegaram em eppendorfs, 0s quais continham pélens que ja haviam
sido manuseados, ou seja, passaram pelos processos de extracdo, secagem e

armazenamento, pois ja estavam armazenados a mais de um ano.

6.4 Testes de germinacao in vitro

O teste de germinagé&o in vitro foi feito utilizando-se a solugdo sugerida por
Brewbaker & Kwack (1963), com 100 mg.L* de H3BO3, 300 mg.L* de Ca (NO3)2.
4H20, 200 mg.L* de MgS04.7H20 e 100 mg.L* de KNOs. Todos os meios utilizados
continham a concentracéo de 8 g.L* de agar e de 300 g.L* de acglcar, variando para
diferentes tipos de acgucares.

Foram empregados cinco meios de cultura, considerando-se as variagdes no tipo
acucar:

1) Meio Brewbaker & Kwack com 300 g.L! de sacarose (testemunha);

2) Meio Brewbaker & Kwack com 300 g.L* de frutose;

3) Meio Brewbaker & Kwack com 300 g.L! de lactose;

4) Meio Brewbaker & Kwack com 300 g.L* de galactose;

5) Meio Brewbaker & Kwack com 300 g.L* de glicose.

Primeiramente, preparou-se as solucdes estoques para serem utilizadas nos
meios de cultura, sendo armazenadas em frascos ambar e estes cobertos com papel
aluminio, para evitar a luminosidade, e estas foram armazenadas em geladeira.

No dia anterior a montagem do teste de germinagao preparou-se todo o material

a ser utilizado (vidrarias, papéis de filtro, pipetas, suportes para as laminas, pincéis,
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laminas, placas de petri) lavou-se com agua destilada, secou-se em estufa a 30 °C e
esterilizou-se em autoclave a 120 °C por 20 minutos, apds esse material retornou a
estufa a 30 °C.

Para o preparo de meio, pesou-se todos os materiais que seriam utilizados para
o preparo do meio, ou seja, 0,8 g de &gar para 100 ml de meio (0,8 %) e 30 g de cada
acucar para 100 ml de meio (30 %), para os cinco meios testados (figura 1). A partir
da solucéo estoque foi preparada a solucéo de Brewbaker & Kwack.

Figura 1 - Pesagem dos materiais utilizados, 0,8 g de agar e 30 g de cada agucar, para cada
um dos cinco meios testados. Fonte: A autora, 2016.

O polen utilizado foi colocado para hidratagdo na BOD a fim de que o seu
metabolismo fosse ativado e assim pudesse germinar melhor e expressar o seu
potencial maximo de viabilidade, permanecendo na BOD por 24h a 25 °C com
umidade de 99%. Para o processo de hidratacdo, o poélen foi colocado em placa de
petri acondicionada em gerbox com papel filtro umedecido com agua destilada, para
propiciar ambiente saturado.

Os meios de cultura foram autoclavados a 120 °C por 20 minutos. Apds o
processo de esterilizacdo, o meio foi retirado e colocado em um Becker em banho
maria, para que ndo ocorresse a solidificagédo, permitindo a aplicagdo desse meio

sobre as laminas. Verteu-se 4 mL do meio sobre cada lamina do teste, e assim que o
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mesmo solidificou-se e resfriou-se, o polen de cada espécie foi espalhado o mais

homogeneamente possivel, com o auxilio de um pincel (figura 2).

Figura 2 - Laminas com o meio solidificado e com o pélen de E. brassiana e E. urophylla aplicado
sobre as mesmas. Fonte: A autora, 2016.

O ensaio de germinacéo foi estabelecido em blocos ao acaso com 4 repeticdes.

Os blocos foram representados por uma cuba de vidro contendo os tratamentos,
com papel filtro umedecido e um suporte de vidro para que a lamina ndo entrasse
diretamente em contato com a agua. Essa iniciativa foi tomada para que a umidade
relativa dentro do bloco permanecesse elevada. Os blocos e laminas foram
devidamente identificados, representado cada tratamento. Em seguida, as cubas
(blocos) foram levadas para a BOD, para a germinacéo. Na BOD, o teste permaneceu
por 24 h para germinagdo, conforme Cook & Stanley (1960) determinaram como
sendo o periodo de tempo como o ideal, para 0 processo germinativo, com umidade
relativa de 99 % e temperatura de 25 °C (figura 3).
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Figura 3 - Cubas de vidro representando os blocos, dentro da BOD, com umidade e
temperatura controladas. Fonte: A autora, 2016.

Apods 24 h, o polen foi retirado da BOD e sobre as laminas foram pingadas, gotas

de safranina 1 %, para inibir a germinacdo que ainda pudesse existir e também colorir

0 meio, ajudando a visualizacdo e contagem dos graos no microscopio (figura 4).

Figura 4 - Laminas contendo os tratamentos, onde foram aplicadas gotas de safranina
1%. Fonte: A autora, 2016.
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A seguir as laminas foram armazenadas em freezer (- 20 °C) para a contagem
posterior dos graos de pdlens uma vez que se 0 experimento permanecesse ha
geladeira 0s microrganismos que viessem a se desenvolver poderiam comprometer a
contagem.

Foram avaliados 300 gréaos de pélens totais de cada lamina, germinados e nao
germinados por repeticdo, seguindo critério de Goddard e Matthews (1981). Sendo
considerados como germinados os gréos de polen em que o seu tubo polinico atingiu
comprimento do seu maior diametro, conforme a metodologia sugerida por Cook e
Stanley (1960), citados por Sprague (1977).

Para a contagem dos graos de pdlens utilizou-se um microscépio 6ptico com
400X de aumento (10 da ocular e 40 da objetiva).

Os dados de germinacao (%) obtidos para cada repeticdo foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas por meio da aplicacdo do teste de Tukey
ao nivel de 1 % de probabilidade. Os dados apresentaram natureza binomial e para

estes dados foi feita transformacdo em arc sen vV%/100.

6.5Corantes especificos

Para a observacdo dos poélens viaveis pelo método da coloracao foram utilizados
diferentes corantes e concentragdes de 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (0,5 %,
1,0 % e 1,5 %) e de azul de Lactofenol Maneval (1936).

O podlen foi distribuido sobre as laminas sobre as quais foram aplicadas trés
gotas do corante a ser testado, cobrindo-se com laminula. Aguardou-se os periodos
testados e entdo foram avaliados 300 pdlens totais por repeticdo em microscopio
optico com aumento de 400 X. Quatro laminas foram avaliadas por tratamento. Esse
procedimento foi feito para ambos os corantes.

Para o corante azul de Lactofenol 1 % foram testados os periodos de tempo para
gue se pudesse estipular qual deles seria o ideal. Os periodos testados foram 5, 10,
15, 30, 45 e 60 minutos, seguindo a metodologia de Vianna et al. (2006), porém com
0 acréscimo de novos periodos.

Para o corante TTC foram testados diferentes periodos de tempo e
concentracdes do corante para que se pudesse determinar qual deles seria o ideal.

Os periodos testados foram de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos, conforme
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metodologia de Vianna et al. (2006), com o acréscimo de novos periodos para se ter
melhores resultados. As concentracdes testadas foram de 0,5 %, 1,0 % e 1,5 %.

Os dados de viabilidade (%) obtidos também foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 1 % de

probabilidade. Como dos dados apresentam natureza binomial, foi feita transformacao

em arc sen v%/100.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Testes de germinacao in vitro

Os dados de germinacgéo (%) obtidos foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 1 % de probabilidade.
Como os dados apresentam natureza binomial, ou seja, apresentam duas classes,
germinados e ndo germinados, e eles precisam estar dentro de uma distribuicao
normal, foi feita transformac&o em arc sen vV%/100.

De acordo com a andlise de variancia (tabela 1) verificou-se efeito significativo
ao nivel de 1 % de probabilidade entre os tratamentos, com relacdo as diferentes
espécies e acucares 0 que mostra que houveram tratamentos que se sairam melhores
gue outros. A tabela 1 mostra ainda que nao houve diferenca significativa para os
blocos, demonstrando que os blocos néo tiveram interferéncia da luz entre si, e nem

efeitos de borda.

Tabela 1 — Andlise de variancia para os dados de germinacao, para todos os tratamentos.

Causas da Graus de Quadrados

Variacao Liberdade Médios F calculado
Tratamentos 5 3640.86667 1297.8375 **
Blocos 3 1.64000 0.5846 NS
Residuo 15 2.80533

Total 23

** Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade.
Fonte: A autora, 2016.

Pode-se verificar que o meio padrdo (testemunha) com o acucar sacarose (30
%) e Brewbaker & Kwack, destacou-se dentre os demais tratamentos, para E.
urophylla, proporcionando a maior porcentagem de germinacdo, 79,17 %,
respectivamente (tabela 2), foram considerados como germinados os pélens que
apresentaram o tubo polinico atingiu comprimento maior que seu diametro, conforme
a metodologia sugerida por Cook e Stanley (1960), citados por Sprague (1977) (figura
5). Para os tratamentos com glicose e galactose, para ambas as espécies, houve um
decréscimo na germinacdao, diferindo estatisticamente das anteriores. Para a espécie
E. brassiana os acucares glicose e galactose ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa, apresentando os menores resultados de germinagéo. Tendo em vista que
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0 polen de E. brassiana ja apresentava uma germinacéao inferior ao de E. urophylla,
de acordo com o resultado da testemunha, essa reducdo apresentada foi

potencializada no caso dos outros agucares.

Tabela 2 - Média da porcentagem de germinacgédo para os diferentes tratamentos, letras iguais indicam

gue ndo houve diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey a P < 0,01.

TRATAMENTOS MEDIA %
E. urophylla - sacarose (testemunha) 79,17 a
E. brassiana - sacarose (testemunha) 63,50 b
E. urophylla — glicose 43,83 c
E. urophylla — galactose 32,67d
E. brassiana — glicose 6,50 e
E. brassiana — galactose 4,83e

Fonte: A autora, 2016.

Figura 5 - Polen de E. urophylla germinado, representado por seu tubo polinico maior
gue seu maior diametro. Fonte: A autora, 2016.

Gongalves et al. (1982) utilizaram varias concentragdes de sacarose, glicose,
galactose, lactose e manitol, com e sem acido boérico, para germinar polen de Hevea

camargoana, encontrando também em seu meio, sem a adi¢do de acido bérico, uma
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maior germinagao para a sacarose, uma segunda maior germinacao para glicose e
uma germinacdo inferior para o aclcar galactose.

Paiva et al. (1983) avaliaram a viabilidade do pdélen de cinco clones de
seringueira, usando diferentes concentracbes de sacarose, galactose, glicose e
lactose, concluindo que o melhor meio para quatro clones foi o que continha sacarose
e 0 segundo melhor meio o que continha glicose.

Gabrielli et al. (1965, apud Borges et al. 1973) concluiram em seus estudos que
a melhor germinacéo polinica de eucalipto foi alcancada utilizando-se de uma solucéo
contendo 1,5 % de gelatina e dependendo da espécie, 30 a 40 % de sacarose.

Trabalhando também com testes de germinacdo in vitro para avaliar a
viabilidade do polen de algumas espécies do género Eucalyptus, Borges et al. (1973)
utilizaram varias concentracdes de sacarose (entre 20 % e 40 %). Os autores
afirmaram que todos os testes de germinacédo conhecidos para Eucalyptus envolvem
0 uso da sacarose. Recomendaram ainda determinada dose do acUcar para avaliar o
polen fresco e armazenado por diferentes periodos.

Bhojwani & Bhatnagar (1974), afirmam que dos acucares testados para o
processo de germinacéo e desenvolvimento do tubo polinico, a sacarose, agucar este
presente na maioria dos pélens, € o mais efetivo.

De acordo com Souza (2002), valores de viabilidade polinica acima de 70 %
sdo considerados como alta viabilidade do pélen, de 31 a 69 % como média e até 30
%, baixa. Com base nessa afirmacéo, e de acordo com os resultados obtidos, as duas
espécies avaliadas apresentaram viabilidade alta e média, para E. urophylla e E.
brassiana, respectivamente, utilizando a sacarose como acucar.

A avaliacdo do tratamento com o acUcar lactose, para as duas espécies de
eucalipto, foi impossibilitada pelo desenvolvimento de fungos sobre o meio. Pode-se
visualizar as laminas na figura 6.

Em seu estudo com varias concentracdes e diferentes aclcares, com e sem
acido borico, para germinar polen de Hevea camargoana, Gongcalves et al. (1982)
encontraram em suas laminas com e sem &cido bdérico, uma germinagdo média de
9,52 % para o acucar lactose, a uma concentracao de 15 %. Antonio (2004) testou a
viabilidade do polen de Theobroma grandiflorum, usando também diferentes agucares
em diferentes concentracdes, e concluiu que o melhor meio para a espécie em estudo

foi a com o agUcar lactose com uma concentracdo de 5 %.
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Como a lactose, segundo Stanley & Linskens (1974) € um aguUcar que permite
uma metabolizacdo mais rapida, tem-se a possibilidade de além de o pdlen
metabolizar mais rapidamente, pode também a atividade fungica aumentar o seu
metabolismo.

Outra causa possivel, podem ser as proprias espécies de eucalipto, que podem
ser pré dispostas a contaminacao por fungos, quando adicionado esse acucar. Mas
estudos devem ser realizados com diferentes concentracdes de lactose, para se
possa encontrar qual € a melhor, ou se 0 mesmo € inviavel para testes de germinacao

in vitro.

= vo & I LA T

&

Figura 6 - Laminas com agUcar lactose, representadas pela seta, e com atividade fangica
sobre as mesmas. Fonte: A autora, 2016.

Outro problema apresentado foi com relagdo ao agucar frutose, meio este que
ndo solidificou (figura 7), mesmo na presenca de agar 0,8 %. Pelo resultado obtido
sugere-se que deve-se reduzir a quantidade desse acucar ou aumentar a quantidade
de &gar. Trabalhos futuros devem considerar esses fatores.
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Figura 7 - Laminas com agucar frutose, que nao solidificou e extravasou fora da lamina, como
mostra a seta. Fonte: A autora, 2016.

7.2. Corantes especificos

De acordo com a andlise da tabela 3 o melhor periodo para a coloracdo com
2,3,5 - Cloreto de Trifeniltetrazélio (TTC) € 60 minutos e uma concentragéo de 1,5 %,
para ambas as espécies. Com os periodos de 15 e 30 minutos em todas as
concentracdes, nenhum grao de podlen coloriu, mostrando a ineficacia para o pdélen
das espécies estudadas, ou que essa concentracdo necessite de mais tempo para
que possa colorir os graos de pdlens. No periodo de 45 minutos a porcentagem de
coloracgéo foi por volta de 20 %, se mostrando pouco eficiente. Ja nos periodos de 90
e 120 minutos, a porcentagem foi praticamente a mesma que aos 60 minutos, iSso
mostra que, ja que a porcentangem se mantém a mesma para os trés periodos, opta-
se pelo periodo menor, que ja obtém o resultado ideal (figura 8).
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Tabela 3 — Coloragéo pelo corante TTC, para os diferentes tempos, espécies e concentragées.

Periodo (min)

15 30 45 60 90 120

Espécie/Concen. (%)
0,5 0 0 6 17 18 18
E. urophylla 1,0 0 0 17 40 43 41
15 0 0 26 76 76 77
0,5 0 0 5 14 13 13
E. brassiana 1,0 0 0 15 37 39 37
1,5 0 0 22 61 60 63

Fonte: A autora, 2016.

Figura 8 - Pdlens viaveis sao avermelhados (seta amarela), e pélens incolor sao inviaveis. Fonte:

A autora, 2016.

Jé para o corante azul, a melhor porcentagem de coloracéo é aos 10 minutos

(tabela 4), quando o corante atinge 97 % e 88 %, para o E. urophylla e E. brassiana,

respectivamente (figura 9). Apos esse periodo, os grédos de polen comecam a perder

a coloracgéao, até ficarem totalmente sem coloracao ap6s algum tempo (figura 10).



Tabela 4 — Coloragéo pelo corante azul de Lactofenol, para os diferentes periodos e espécies.

Periodo (min)
5 10 15 30 45 60
Espécie
E. urophylla 18 97 56 10 0 0
E. brassiana 12 88 33 4 0 0

Fonte: A autora, 2016.

Figura 9 - Pdlens viaveis de E. urophylla, com o corante Azul de Lactofenol. Fonte: A
autora, 2016.

Figura 10 - Pélens inviaveis de E. urophylla, com o corante Azul de Lactofenol. Fonte:
A autora, 2016.

36
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N&o foram encontradas referéncias na literatura sobre as mesmas
concentracbes e periodos utilizando o azul de Lactofenol, para que se pudesse
comparar com o presente trabalho. A maioria dos trabalhos encontrados usa menor
concentracdo com maior tempo, com 12, 18 e até 24 horas, como apresentou Franca
(2008), em seu trabalho com pdélen de berinjela. No entanto, estamos procurando um
teste r4pido e ndo um teste tdo demorado quanto o de germinacao de 24h. Portanto
a espera por um periodo tdo longo nao se justifica, no nosso caso. Concentracdes

maiores devem ser estudadas, pois ha a possibilidade de resultados mais rapidos.

7.3 Comparagao entre corantes especificos

A tabela 5, mostra a diferenca entre o0s dois corantes analisados,
comparativamente com a porcentagem do teste de germinacao utilizando sacarose,
mostrando que o teste de coloragcdo com o corante 2,3,5 - Cloreto de Trifeniltetrazolio
(TTC), apresentou uma porcentagem de coloracéo inferior, mas bem semelhante a
encontrada no teste de germinacgéo, e que o teste Azul de lactofenol superestima a
viabilidade, apresentando uma porcentagem de coloragcdo bem superior a encontrada
no teste de germinacdo, o que ndo é desejado. Enquanto o TTC (76 %), apresenta
coloracdo levemente inferior ao teste de germinacao (79 %), mas ainda assim bem
mais semelhante ao teste de germinacao, mostrando-se mais eficiente.

O resultado encontrado é semelhante ao encontrado por Munhoz et al. (2008),
analisando a viabilidade polinica de Carica papaya, testara cinco corantes, 2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC), Alexander, carmim acético, lugol e Sudan IV. Seu
teste de coloracdo com TTC forneceu estimativa de viabilidade (67,5%) equivalente
ao teste de germinacdo in vitro e, portanto, se mostrando confidvel para viabilidade
polinica daquela espécie estudada. Os demais corantes testados superestimaram a
viabilidade do grao de polen (> 90%).

Vianna et al. (2006), em seu estudo avaliando diferentes corantes como
indicadores de viabilidade do pélen de mamona, utilizando Aceto carmim 2%, Azul de
tripan e TTC, concluiram que o corante 2,3,5 - Cloreto de Trifeniltetrazélio (TTC) foi o
mais indicado para avaliar a viabilidade polinica em mamona.

Testando o uso de diferentes corantes na determinacéo da viabilidade de graos
de pdélen de bananeira, usando Carmim Acético, Orceina, Lugol, Alexander e TTC,

Lins et al. (2010), também encontrara que o TTC foi 0 que apresentou 0s menores
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valores de porcentagem de viabilidade polinica, indicado pela coloracao vermelha do

poélen.

Tabela 5 — Porcentagem média de germinagdo e de coloracao pelos corantes TTC e Azul de

Lactofenol, mostrando a diferenca entre os dois corantes.

Pdlen germinado

Espécie % de polens germinados
E. urophylla 79%
E. brassiana 63%
Pdélen corado
Espécie Corantes % de polens corados
E. urophylla TTC 76%
Azul de Lactofenol 97%
E. brassiana TTC 61%
Azul de Lactofenol 88%

Fonte: A autora, 2016.

Varios autores afirmam que o teste do TTC fornece uma estimativa confiavel

da viabilidade do pdélen, tendo o resultado préximo aquele fornecido pelos testes de

germinacao in vitro (Huang et al., 2004), além de ser muito utilizado por ser um método

relativamente rapido e simples.
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8. CONCLUSOES

A sacarose continua sendo o melhor agucar para indicar a real viabilidade do
polen germinado in vitro para as espécies: E. urophylla e E. brassiana.

O corante que apresentou resultado semelhante ao teste de germinagao in vitro
€ 0 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) sendo assim, o mais indicado para testar a
viabilidade do p6len com uma concentracao de 1,5 % durante o periodo de 60 minutos
para as espécies E. urophylla e E. brassiana.

A comparacgdo do teste de germinagao in vitro com os diferentes corantes
testados mostrou que o corante TTC na concentracdo de 1,5 % por 60 minutos é o
gue mais se aproxima do teste de germinacado in vitro, podendo ser usado para
substitui-lo.

Novos acucares e novas concentracdes de TTC devem ainda ser testados

visando a obtencao de protocolos rapidos de viabilidade.



APENDICE A

Receitas das solugdes utilizadas como corantes no trabalho.

Solucéo:

1) 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazolio — 0,5, 1,0, e 1,5%, respetivamente:

» 0,5 gde 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazélio — 100 mL de alcool etilico.
» 1,0 g de 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazélio — 100 mL de alcool etilico.
» 1,5 gde 2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazélio — 100 mL de alcool etilico.

Solucéo:
2) Azul de Lactofenol 1 %
20 mL de fenol
40 mL de glicerina
20 mL de agua
20 mL de é&cido latico

YV V V V V

5 mL de solucdo aquosa de 1 % de azul de anilina

40
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