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Introdução 
Embora o melhoramento florestal seja considerado uma ciência nova no Brasil, 

se comparado a outros países, o País hoje é referência, principalmente, na silvicultura 
de Eucalyptus. Assim como para outras espécies florestais, as estratégias de melhora-
mento genético visam ao aumento de produtividade e redução dos efeitos ambientais 
extremos, sendo baseadas em diferentes populações de melhoramento, cruzamentos, 
métodos e intensidades de seleção para aumentar a frequência dos alelos de interesse 
(Resende, 2000). 

No Brasil, o melhoramento de eucaliptos atende aos segmentos mais importan-
tes da indústria de madeira, papel e celulose e carvão, além de ser utilizado para 
inúmeras outras finalidades, como postes, bioenergia, cercas etc. (Assis; Resende, 
2011). O País tem-se destacado, em nível mundial, pela produtividade alcançada aos 
plantios de Eucalyptus, com características da madeira que possibilitam inúmeros 
usos e ao incentivo em pesquisas focado na silvicultura, principalmente no melhora-
mento genético (Castro et al., 2016). Além disso, Assis e Resende (2011) ressaltam 
a identificação de espécies promissoras para as diferentes condições ambientais de 
plantio, como uma das ações significativas para o aumento de produtividade, devido 
às condições ambientais favoráveis ao desenvolvimento da cultura em latitudes 
semelhantes àquelas da Austrália. 

Os primeiros plantios comerciais, a partir da década de 1960, foram implanta-
dos com mudas seminais, que resultavam em baixa produtividade e problemas com 
patógenos. Nas décadas de 1960 a 1970, as pesquisas foram concentradas no estabele-
cimento de testes de espécies e procedências com material originário, especialmente, 
da Austrália. Desde 1980, foram implementados os testes de progênies empregando-se 
a seleção recorrente intrapopulacional (Kageyama; Vencovsky, 1983), quando foram 
iniciados os estudos para o desenvolvimento de híbridos interespecíficos, como alter-
nativa para reduzir a suscetibilidade às doenças e incrementar o potencial produtivo 
de Eucalyptus (Assis, 1987; Martins; Ikemori, 1987). A partir desse período até 1995, 
esforços foram concentrados na condução de cruzamentos controlados e na propa-
gação vegetativa, possibilitando a uniformidade dos plantios, maior sobrevivência 
e ganhos expressivos de produtividade. Também, diversas estratégias e métodos de 
seleção foram propostos e aplicados (Resende et al., 1990; Resende; Higa, 1994; 
Resende; Barbosa, 2005, Resende, 2007; White et al. 2007; Rodrigues et al., 2008; 
Rosado et al., 2009; Massaro et al., 2010). 

Na década de 1990 adotou-se a seleção recorrente recíproca e o desenvolvimen-
to de híbridos entre espécies divergentes, além da produção de mudas clonais ao 
invés de seminais (Assis, 1996; Ferreira; Santos, 1997). A partir de 2000, incorporou-
-se, também, o desenvolvimento de híbridos interespecíficos e a técnica de clonagem 
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(Assis et al., 1992, Xavier; Comério, 1996, Assis, 1996, 2000, 2001; Higashi et al., 
2000a, 2000b). 

O uso de modelos experimentais e genético-estatísticos para os testes de progênies 
foi essencial para a estimativa de parâmetros genéticos e à obtenção de ganhos 
genéticos significativos no melhoramento do eucalipto. Atualmente, os programas de 
melhoramento baseiam-se na seleção das populações parentais e híbridas sintéticas, 
onde novos clones elites são incorporados anualmente ou a cada geração (seleção 
recorrente intrapopulacional, em população sintética) (Resende; Barbosa, 2005). 
Ademais, tem-se verificado a necessidade de retomar os programas de melhoramento 
por espécie, para obtenção de híbridos interespecíficos mais produtivos.

Paralelamente ao melhoramento genético florestal das espécies e híbridos de 
eucaliptos, outras práticas silviculturais também contribuíram efetivamente para o 
Brasil se destacar na produção de matéria-prima do gênero, com espécies alcançan-
do produtividades médias anuais de até 36 m3 ha-1 nos últimos anos, com o uso de 
estatísticas biométricas, ferramentas moleculares e propagação vegetativa e indução 
de florescimento precoce (Griffin et al., 1993; Resende et al., 2008; Fonseca et al., 
2010; Grattapaglia; Resende, 2010;  IBÁ, 2019). 

Na atualidade, diversas ferramentas biotecnológicas são aplicadas ao melhora-
mento genético do eucalipto, visando reduzir o ciclo de melhoramento, a obtenção de 
valores genéticos e genotípicos mais acurados e a obtenção de ganhos mais expressi-
vos e confiáveis. Atualmente, os incrementos de produtividade volumétrica de madeira 
têm sido menores que aqueles obtidos 45 anos atrás, porém, outras características 
qualitativas da madeira apresentam potencial a ser melhorado (Assis; Resende, 2011).

Como suporte aos programas de produção de híbridos, foi necessário o desen-
volvimento da tecnologia de polinização controlada e manuseio do pólen para as 
espécies, individualmente. O conhecimento da biologia de reprodução é indispensável 
para esses procedimentos. Para o gênero Eucalyptus, metodologias atualmente utiliza-
das podem ser aperfeiçoadas, visando aumentar a eficiência dos programas de hibrida-
ção. Os protocolos de manuseio de pólen (coleta, secagem, armazenamento e testes de 
viabilidade), além de metodologia para a polinização controlada, vêm sendo definidos 
pelas pesquisas da Embrapa Florestas. 

Híbridos de Eucalyptus spp. e seu potencial
O conceito de produtividade varia de acordo com as diversas finalidades. Para a 

produção de celulose, é relacionada a produção volumétrica, densidade da madeira e 
produção de lignina. A produção de carvão é expressada pela produção de carbono por 
hectare que, por sua vez, encontra-se relacionada diretamente ao volume, densidade 
da madeira, rendimento gravimétrico, além da resistência mecânica e granulometria. 
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Tendo em vista o uso industrial de toras na serraria, o colapso da fibra, a deformação, o 
enrolamento e a espiral, são importantes. Finalmente, os aspectos silviculturais como 
a adaptação às condições edafoclimáticas, forma do fuste, número e quantidade de 
galhos, bifurcação do fuste, pragas e doenças etc (Assis; Resende, 2011) devem ser 
considerados. Portanto, é importante considerar tanto os aspectos produtivos quanto 
os econômicos no desenvolvimento de híbridos.

Dentre as espécies de Eucalyptus utilizadas para a produção de híbridos, E. 
urophylla é a mais comum e se cruza facilmente com outras espécies. Sendo assim, 
tem sido utilizada amplamente para a produção de híbridos com diferentes caracterís-
ticas (Hodge; Dvorak, 2015). O híbrido de E. urophylla e E. grandis tem sido muito 
propagado comercialmente no hemisfério Sul, principalmente para a produção de 
celulose e de madeira maciça. Híbridos de E. urophylla x E. pellita e E. urophylla x E. 
brassiana já foram testados, sendo o primeiro na República do Congo e na Indonésia 
(Vigneron et al., 2000) e o último plantado comercialmente na região Nordeste do 
Brasil, como fonte de madeira de alta densidade para bioenergia. E. benthamii e E. 
dunnii também foram cruzados com E. urophylla e estão sendo testados nas áreas 
mais frias da América do Sul. Nesse caso, E. urophylla contribui para o incremento do 
crescimento e melhor capacidade de enraizamento do híbrido (Hodge; Dvorak, 2015). 

A potencialidade de E. urophylla para a produção de sementes híbridas deve-se 
à variação genética para volume constatada entre procedências e progênies em mais 
de 125 testes estabelecidos em cinco países (Hodge; Dvorak, 2015). Procedências 
das ilhas da Indonésia onde a espécie ocorre originalmente, num total de sete, foram 
incluídas nesses ensaios. As melhores procedências, em termos de crescimento e 
sobrevivência, apresentaram volume de madeira variando de 25% a 30% superior à 
média. De acordo com Hodge e Dvorak (2015), procedências de menores altitudes 
mostraram maior crescimento, sendo que estas procedências apresentaram resultados 
muito próximos.

O uso de diversos híbridos de Eucalyptus também tem sido observado em várias 
partes do mundo, para a produção de madeira, tendo em vista as diferentes finalida-
des, principalmente celulose. No Sudeste da China, por exemplo, E. urophylla e seus 
híbridos são cultivados devido à sua performance de crescimento, forma do fuste e 
porcentagem de sobrevivência (Wang; Yang, 1996). Na África do Sul e Nova Zelândia 
os plantios são estabelecidos com híbridos de E. grandis e outras espécies (Verryn 
et al., 1996; Connochie; Shelbourne, 1996). O híbrido E. grandis x E. urophylla é 
plantado comercialmente em quase todas as regiões brasileiras e no Congo (Wang; 
Yang, 1996; Vigneron et al., 2000). No Congo verificou-se a presença de heterose para 
o incremento volumétrico de madeira nos cruzamentos de Eucalyptus 12 ABL (clone 
do Congo) x E. saligna e E. platyphylla x E. urophylla (Chaperon, 1977). Clones de 
híbridos têm sido estabelecidos na Austrália, em sítios com precipitação pluviométri-
ca baixa à moderada (500-750 mm), sendo eles: E. camaldulensis x E. globulus, E. 
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benthamii, E. botryoides e Corymbia maculata, para crescimento e E. camaldulensis × 
E. grandis, E. camaldulensis × E. globulus, E. benthamii, C. maculata e C. variegata 
para forma do fuste (Marcar et al., 2011).

Possibilidades de cruzamentos
A compatibilidade e as diferenças genéticas entre espécies do gênero Eucalyptus 

e Corymbia têm permitido inúmeras combinações viáveis, mediante cruzamentos. 
A complementariedade genética e fenotípica tem propiciado ganhos expressivos na 
produção e qualidade da madeira. Dessa forma, a demanda com o intuito de produzir 
híbridos é acentuada para esse gênero. Na maioria das vezes, busca-se a heterose ou 
vigor híbrido. Os plantios comerciais hoje são estabelecidos praticamente com clones 
de híbridos interespecíficos. A combinação híbrida de eucalipto mais conhecida e 
bem-sucedida no Brasil é entre E. grandis x E. urophylla, que compõe uma grande 
parte dos plantios comerciais estabelecidos. Esse cruzamento tem apresentado boa 
capacidade de combinação. Atualmente, inúmeras combinações são realizadas e 
testadas em campo para diversos propósitos, tais como produtividade, resistência à 
seca e ao frio, além de pragas e doenças. Para a qualidade da madeira, as combinações 
com maior potencial são: E. globulus x E. urophylla; E. dunnii x E. urophylla; E. 
urophylla x E. smithii. Para produção de carvão vegetal, sobressaem: E. camaldulensis 
x E. urophylla; E. tereticornis x E. urophylla; E. brassiana x E. urophylla; E. grandis 
x E. urophylla e E. grandis x E. pellita. Segundo Assis e Mafia (2007), a experiência 
com a produção de híbridos mostra que a manifestação da heterose depende do local 
e também da afinidade genética entre as espécies. Baseados na compatibilidade de 
cruzamentos entre as diferentes seções (Transversaria e Maidenaria) e nas característi-
cas de interesse, a Embrapa Florestas recomenda os seguintes híbridos, definidos para 
as diferentes situações:

Produtividade e resistência à umidade

E. torelliana x Corymbia citriodora. Híbrido de grande importância para o futuro, 
considerando que, em função das mudanças climáticas globais, a precipitação pluvio-
métrica poderá ser incrementada em algumas regiões. Além disso, segundo Alfenas et 
al. (2009) e Ferreira e Milani (2002), essas espécies são resistentes à ferrugem, doença 
causada pelo fungo Puccinia psiddi.

Produtividade e resistência à seca

Algumas espécies têm sido indicadas para a resistência à seca, como aquelas da 
seção Exertaria, sendo elas: E. camaldulensis, E. tereticornis e E. brassiana, bem como 
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os híbridos (clones) entre E. camaldulensis x E. grandis e (E. grandis x E. urophylla) 
x E. camaldulensis; E. urophylla x E. brassiana; E. tereticornis x E. brassiana; E. 
pellita x E. brassiana e E. pellita x E. grandis.

Esses cruzamentos têm sido conduzidos com frequência no Brasil, de acordo com 
Verryn (2000). Além disso, para a Embrapa Florestas, esses mesmos cruzamentos são 
de importância estratégica, considerando-se o aquecimento global e a possibilidade do 
incremento das regiões com deficiência hídrica.

Produtividade e resistência ao frio

São poucos os materiais genéticos aptos a atender as demandas das regiões com 
baixas temperaturas, principalmente onde a ocorrência de geada é mais intensa. As 
da seção Maidenaria são indicadas para resistência ao frio (E. viminalis, E. nitens, E. 
smithii, E. benthamii, E. badjensis e E. dunnii). As três últimas espécies são as mais 
estudadas e plantadas no Sul do Brasil para resistência ao frio (Paludzyszyn Filho et 
al., 2005, 2006). Os híbridos E. grandis x E. viminalis e E. urophylla x E. viminalis 
são indicados para as regiões mais frias. Outras combinações híbridas também devem 
ser testadas para resistência ao frio, como: E. urophylla x E. dunnii; E. benthamii x E. 
dunnii; E. grandis x E. dunnii; e E. benthamii x E. badjendis.

Eucalyptus benthamii tem apresentado grande potencial para plantios em áreas 
de ocorrência de geadas severas (Higa; Carvalho, 1990;  Higa, 1999; Silva, 2008). 
Porém, essa espécie apresenta algumas características relacionadas à qualidade da 
madeira que precisam ser analisadas mais adequadamente, visando atender à demanda 
do mercado para celulose e madeira para desdobro, sendo atualmente mais indicada 
para fins energéticos (Lima et al., 2007). A produção de híbridos dessa espécie com 
espécies mais produtivas deve ser o enfoque dos programas de melhoramento para as 
regiões de clima temperado, uma vez que combina características desejáveis de cresci-
mento e resistência ao frio. 

As regiões sujeitas às geadas frequentes limitam o bom desempenho e a sobre-
vivência da maioria das espécies de Eucalyptus. Segundo Assis e Mafia (2007), a 
hibridação, além de proporcionar a síntese de indivíduos resistentes ao meio ambiente, 
poderá produzir indivíduos com facilidade de serem clonados, uma vez que pratica-
mente todas as espécies tolerantes ao frio são recalcitrantes ao enraizamento. Nesse 
sentido, é importante o avanço do programa de propagação vegetativa, antecipando 
possíveis problemas que possam surgir com os novos genótipos desenvolvidos.

Híbridos para produção de carvão vegetal

Para atender à demanda da siderurgia e carvão vegetal, a madeira deve apresen-
tar propriedades tecnológicas específicas, como: rendimento gravimétrico, densidade, 
teor de carbono fixo, poder calorífico, resistência mecânica etc. 
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Para o carvão vegetal, as espécies da secção Exertaria são as mais indicadas, como 
E. camaldulensis, E. tereticornis e E. brassiana. A secção Transversaria apresenta 
algumas limitações, como a densidade da madeira (E. grandis e E. urophylla) e 
propriedades mecânicas do carvão (E. pellita, E. resinifera e E. robusta).

Híbridos para resistência às doenças

O cancro do eucalipto (Chrysoporthe cubensis) é uma das doenças mais 
impactantes, sendo um grande problema. As espécies com maior resistência em relação 
à essa doença são E. pellita, E. urophylla, E. robusta e E. resinifera (Ferreira; Milani, 
2002; Alfenas et al., 2009). Com relação à ferrugem, as principais fontes de resistência 
são encontradas nas espécies E. pellita, E. resinifera, E. robusta, E. saligna, E. tereti-
cornis, e E. urophylla (Ferreira; Milani, 2002; Alfenas et al., 2009). Outras espécies 
de fungos causadores de doenças em Eucalyptus spp. vêm sendo detectadas, princi-
palmente, quando os plantios são estabelecidos em condições edafoclimáticas não 
adequadas ao desenvolvimento das plantas, como as manchas foliares e outras (Auer; 
Santos, 2009a, 2009b, 2009c, 2011; Soares et al., 2017). As espécies E. brassiana, 
E. agglomerata e E. saligna apresentaram resistência à mancha foliar (Calonectria 
pteridis) (Alfenas et al., 2016) Híbridos resistentes a essas doenças poderão também 
ser desenvolvidos no futuro, conforme a demanda do setor florestal. 

Heterose híbrida
A hibridação interespecífica de Eucalyptus tem sido a maneira mais rápida e 

eficiente para a obtenção de efeito de heterose funcional, indivíduos mais produtivos 
para diferentes finalidades e, consequentemente, ganhos genéticos aos programas de 
melhoramento. Essa técnica associada à clonagem foi a maior precursora do sucesso 
da eucaliptocultura no Brasil. Por meio desse procedimento, é possível a complemen-
taridade das características de crescimento, qualidade da madeira (celulose, carvão 
vegetal, compensados e laminados de madeira e serraria), resistência aos fatores 
bióticos (pragas e doenças), além da obtenção da heterose (vigor de híbrido).

O vigor híbrido em cruzamentos interespecíficos de eucalipto é relatado desde 
a década de 1960, por inúmeros autores (Boden, 1964; Venkatesh; Sharma, 1977a, 
1977b, Griffin et al., 2000; Gwaze et al., 2000; Verryn, 2000; Vigneron et al., 2000;  
Rezende; Resende, 2000; Potts; Dungey, 2004; Retif; Stanger 2009). 

A heterose dos híbridos interespecíficos depende dos efeitos genéticos não 
aditivos, especialmente os dominantes (Khurana; Khosla, 1998; Dieters; Dungey 
2000; Madhibha et al., 2013), ou da combinação positiva de características comple-
mentares, que são os efeitos genéticos aditivos (Martin, 1989; Nikles; Griffin ,1991; 
Verryn, 2000). 
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A heterose devido à dominância (Nikles; Griffin, 1992) refere-se à comple-
mentaridade de genomas, em que a expressão intermediária de caracteres é superior 
no híbrido, devido à expressão extrema dos caracteres em um ancestral da espécie 
(Nicholas, 1987), exploração de maior diversidade alélica a partir da recombinação 
e seleção dentro de híbridos ou de geração avançada (Falconer; Mackay, 1996; Kerr 
et al., 2004b; Potts; Dungey, 2004). De acordo com Madhibha et al. (2013), quando 
a dominância em uma população é alta, esse efeito pode ser alto para as famílias 
híbridas. 

A complementaridade (heterose complementar) parece ser o ponto chave dos 
híbridos de eucalipto (Nikles; Griffin, 1991), tal como o híbrido de E. urophylla e E. 
grandis, onde a resistência ao cancro advinda de E. urophylla e o crescimento de E. 
grandis, pode ter sido resultado de efeitos multiplicativos de características herdadas 
aditivamente (Campinhos; Ikemori, 1989; Vigneron et al., 2000). 

Considera-se, ainda, que os ganhos genéticos semelhantes aos dos híbridos 
interespecíficos poderiam ser alcançados simplesmente com a remoção do efeito da 
endogamia por vasto cruzamento intraespecífico (Potts et al., 1992).

A heterose tem sido observada tanto em híbridos artificiais quanto nos naturais, 
via polinização livre. Por exemplo, o desempenho médio de 15 híbridos de E. grandis 
x E. urophylla para circunferência à altura do peito foi, em média, 38,7% maior do 
que as progênies puras (Trindade et al., 2001). A heterose também foi observada nos 
cruzamentos entre E. grandis x E. urophylla (Campinhos Júnior; Ikemori, 1977), E. 
urophylla x E. grandis, E. urophylla x E. maidenii, E. dunnii x E. maidenii (Assis, 
2000), C. citriodora x C. torelliana (Assis, 1985), E. urophylla x E. tereticornis e E. 
urophylla x E. camaldulensis (Shen, 2000), dentre outros.

Além da polinização controlada, plantios intercalados com diferentes espécies de 
Eucalyptus têm sido realizados para a obtenção de sementes híbridas a partir da polini-
zação livre (Oda; Ferreira, 1983; Assis; Mafia, 1987). Porém, não se recomenda esse 
procedimento para espécies com defasagem de florescimento.

Barreiras reprodutivas 
O conhecimento prévio das barreiras reprodutivas entre indivíduos de diferentes 

espécies é necessário para o sucesso, tanto das combinações interespecíficas quanto 
dos plantios comerciais. As barreiras pré e pós-zigóticas impedem a utilização do vigor 
híbrido entre inúmeras espécies de Eucalyptus (Pryor, 1957; Gore et al., 1990; Ellis et 
al., 1991). De maneira geral, os principais subgêneros são isolados reprodutivamente 
e, dentro desses, as espécies com maior distância taxonômica apresentam barreiras 
mais significativas. Espécies de uma mesma subseção apresentam menores barreiras 
pré-zigóticas após os cruzamentos (Cauvin, 1983; Potts et al., 1987; Tibbits, 1989). 
Essas barreiras encontram-se relacionadas, em sua maioria, às barreiras fisiológicas 
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que resultam em anormalidades no desenvolvimento do tubo polínico (Ellis et al., 
1991, Potts; Dungey, 2004). Espécies pertencentes à mesma subsérie ou subseção, 
como E. globulus e E. nitens (Subgenus Symphyomyrtus, Series Viminales, Subseries 
Globulinae), apresentam maior chance de gerar sementes híbridas com bom potencial 
produtivo e resistência às pragas (Pryor; Johnson, 1971). Porém, barreiras relativas ao 
tamanho das estruturas reprodutivas podem dificultar a polinização dessas espécies. E. 
nitens, por exemplo, deve ser sempre utilizado como genitor, por apresentar estruturas 
reprodutivas menores que E. globulus (Gore et al., 1990).

Certamente, um determinado grau de divergência genética/taxonômica é 
esperado para o sucesso nos cruzamentos e na expressão do vigor híbrido, resultante 
da expressão por endogamia em um extremo e dos efeitos dos cruzamentos interespe-
cíficos no outro (Potts et al., 1987; Potts et.,1992).

As anormalidades deletérias ocorrem, em proporções significativas, nas famílias 
híbridas, principalmente entre E. globulus, E. nitens, e E. bicostata, se expressando 
em diferentes estágios do ciclo da vida (Potts et al., 1992). O mecanismo genético da 
expressão dessas anormalidades é diferente da endogamia, não sendo previsível. 

Alguns problemas têm sido observados para os híbridos. Um deles se refere à 
baixa produção de sementes viáveis para atender às demandas dos plantios. Além 
disso, a produção de sementes híbridas entre as espécies relacionadas é menor (16% 
a 35%) que as de polinizações intraespecíficas. Adicionalmente, as anormalidades 
e mortalidades das mudas podem ser de três a quatro vezes maiores em progênies 
híbridas. Para que o sucesso ocorra no plantio de híbridos é necessário testá-los, 
juntamente com os pais, em diversos ambientes (Martin, 1989). Para a utilização em 
plantios comerciais, os híbridos devem ser validados. Sendo assim, o desenvolvimen-
to de híbridos interespecíficos deve focar nas espécies com facilidade na propagação 
vegetativa por estaquia. A clonagem (micropropagação), quando conduzida, deve ser 
realizada diretamente das sementes, para se evitar a obtenção de material vegetativo 
estéril. Todavia, quando se conduz a clonagem em idade precoce, uma porcentagem 
significativa de anormalidades pode ser incorporada, se comparadas às idades mais 
avançadas. 

Polinização controlada

Técnicas empregadas
A polinização controlada, realizada desde 1950 (Pryor, 1951), vem sendo uma 

das ferramentas mais importantes nos programas de melhoramento genético de 
Eucalyptus spp., por propiciar ganhos rápidos. Constitui-se na principal ferramenta 
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para a obtenção de híbridos interespecíficos com problemas de defasagem de floresci-
mento e diferenças na morfologia floral (Volker et al., 1988).

Eucalyptus spp. é protândrico e, sendo assim, as técnicas de polinização contro-
lada inicialmente envolviam o isolamento das flores, para evitar a contaminação das 
sementes híbridas produzidas. Para a utilização desse método eram necessárias três 
visitas, sendo: 1) remoção de flores abertas e botões jovens e emasculação de flores 
próximas à abertura e isolamento (com sacos) para evitar a contaminação dessas 
flores com pólens indesejáveis; 2) polinização controlada no momento da máxima 
receptividade do estigma, com a retirada dos sacos, aplicação de pólen aos estigmas 
e reensacamento; e 3) remoção dos sacos uma semana após a polinização (Van Wyk, 
1977).

A técnica de polinização em uma única etapa (One Step Pollination - OSP) 
proposta por Harbard et al. (1999) e testada por Assis et al. (2005), induzindo à proto-
ginia, viabilizou economicamente a polinização controlada do eucalipto, por reduzir 
o número de visitas para apenas uma, como observado em pomares de sementes de E. 
globulus no Chile. Portanto, em uma única etapa emascula-se o botão pré-receptivo, 
corta-se o topo do estigma, permitindo que a secreção intracelular seja liberada, viabi-
lizando-se, assim, a aderência dos grãos de pólen depositados. A seguir, procede-se à 
cobertura do estilete, cortado e polinizado, com um tubo plástico ou, ainda, cobre-se 
a flor com sacos de isolamento (Harbard et al., 1999; Williams et al., 1999). O pólen 
utilizado deve ser reumidificado por 24 horas, caso esteja armazenado. Trindade et 
al. (2001) observaram que o crescimento do tubo polínico nessa circunstância é mais 
rápido do que em condições normais de maturação, constituindo-se em mais uma 
vantagem desse método. Não é necessária a revisão do trabalho até a colheita da 
cápsula (Harbard et al., 1999). Dessa forma, tem-se menos trabalho, reduzindo-se 
os custos. Segundo Espejo et al. (2001), esta metodologia tem sido aplicada para 
produzir sementes de cruzamentos elites para plantios comerciais no Chile, Portugal e 
Austrália. No Brasil, essa técnica tem sido empregada com sucesso e, de acordo com 
Assis e Mafia (2007), a polinização controlada foi viabilizada de maneira mais eficiente 
para atender à produção de híbridos, comercialmente. Todavia, para as espécies de 
Eucalyptus de flores pequenas, como E. nitens, essa técnica não funciona, pois produz 
uma quantidade de sementes inaceitavelmente baixa, de acordo com Williams et al. 
(1999) mas, essa metodologia se mostrou eficiente para material não melhorado de E. 
globulus (Harbard et al., 1999; Williams et al., 1999). 

Propagação vegetativa e pomar indoor e outdoor

Com a utilização de híbridos, surgiu a necessidade de alavancar a propagação 
vegetativa para assegurar o aproveitamento da heterose e a produção massiva de 
mudas, tendo em vista atender às demandas dos plantios comerciais. Frequentemente, 
a impossibilidade de clonagem dos híbridos tem sido a maior restrição do uso desses 
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materiais em grande escala. Portanto, a propagação vegetativa tornou-se extremamen-
te necessária para atender essa demanda, tendo viabilizado, com grande sucesso, os 
programas de produção e uso de híbridos do eucalipto, potencialmente com maiores 
ganhos genéticos obtidos. A propagação vegetativa tem sido eficiente para uniformizar 
e incrementar a produtividade, bem como reduzir o ciclo de melhoramento genético, 
especialmente no processo de seleção e multiplicação de híbridos inter e intraespe-
cíficos. Ademais, a propagação assexuada permitiu o plantio de genótipos em sítios 
específicos e, consequentemente, um maior incremento da produtividade (Madhibha 
et al., 2013). 

Por outro lado, a produção de sementes híbridas, para atender a demanda da 
silvicultura comercial ainda é extremamente insuficiente e onerosa (Madhibha et al., 
2013). Portanto, o desenvolvimento de um híbrido depende da possibilidade de propa-
gação vegetativa bem-sucedida (Assis, 2000). O enraizamento de estacas e minies-
tacas, bem como a propagação in vitro a partir de gemas e raízes adventícias são os 
meios mais usados na eucaliptocultura (Santos et al., 2005). 

Algumas espécies e genótipos de Eucalyptus, assim como híbridos, apresentam 
maior facilidade à propagação vegetativa do que outras, como E. urophylla e seus 
híbridos. Para outras espécies, o processo de enraizamento é muito difícil, tal como E. 
benthamnii, e requer um investimento maior em pesquisas e infraestrutura. Portanto, a 
qualidade do sistema radicular é um indicativo fiel ou representativo do tipo de plantio 
adotado ao(s) clone(s).

Por sua vez, o processo de micropropagação, apesar de eficiente, ainda é oneroso 
para algumas empresas. Anteriormente, a produção de mudas de eucalipto em larga 
escala, por empresas brasileiras de papel e celulose, era realizada pelo enraizamento 
de estacas e produção de material clonal de plantas-mães selecionadas em testes de 
procedências e progênies, clonais ou povoamentos comerciais (Watt et al., 2012). 
A partir de 2000, com a evolução dos jardins clonais por várias empresas florestais, 
com material rejuvenescido da propagação in vitro (micropropagação), a produção de 
mudas clonais se tornou mais eficiente (Gonçalves, 1980; Higashi et at., 2000a; Santos 
et al., 2005). Assim, materiais clonais micropropagados de segmentos nodais, a partir 
de várias subculturas, são implantados, enraizados na estufa sob neblina e transferi-
dos para o jardim microclonal (Iannelli et al., 1996, Santos et al., 2005). As princi-
pais vantagens desse método, segundo algumas empresas, são: (i) redução do ciclo 
de melhoramento genético, (ii) a porcentagem de enraizamento incrementa, quando 
esse tipo de estaca é usada; (iii) aumento da taxa de sobrevivência; (iv) o período de 
execução da propagação reduz de 90-120 dias para 75-85 dias; (v)  redução do inves-
timento em estruturas (estufas) etc. (Watt et al., 2012). 

Devido ao porte elevado das árvores adultas de Eucalyptus, a polinização contro-
lada é muito complicada e onerosa. Para viabilizar esse procedimento, tem sido 
utilizada com sucesso a construção de pomares indoor ou outdoor, empregando-se 
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enxertos de genótipos selecionados nos testes de progênies e, geneticamente diver-
gentes.

A opção por um desses tipos de pomar vai depender das condições climáticas 
do local, onde será estabelecida a estrutura, e da disponibilidade de mão de obra. Em 
região de clima subtropical, é necessário assegurar às espécies tropicais envolvidas um 
intervalo de temperatura adequado à sobrevivência das mesmas. Para isso, poderão 
ser construídas duas estruturas: uma simples, com controle de umidade e sistema 
de fertirrigação, e outra com controle adicional de temperatura. Além disso, poderá 
ser incluída uma área com solo coberto com brita para o deslocamento das plantas 
envasadas, quando as mesmas não estiverem florescendo ou sendo polinizadas.

Uma estrutura simples de casa de vegetação poderá ser feita, utilizando-se alguma 
estrutura já existente ou construindo-se uma estrutura com piso de concreto, telado nas 
laterais e cobertura do tipo duas águas ou em arco, com sistema de fertirrigação.

Modelo de cruzamentos e procedimentos estatísticos

Os dialelos são delineamentos utilizados para melhor controle das combinações 
interespecíficas, bem como para estimativas de parâmetros genéticos utilizados para 
definir os principais genitores em hibridações. Quanto maior a divergência genética 
entre as espécies, maior será a probabilidade de obter vigor híbrido. Assim, as capaci-
dades específicas e geral de combinação poderão ser preditas a partir desses delinea-
mentos de cruzamentos. Os marcadores moleculares são uma ferramenta que pode ser 
usada para nortear, a priori, a escolha dos genitores para os cruzamentos controlados. 
Alguns fatores que influenciam negativamente essa escolha são: a falta de ligação 
entre marcadores e os genes dos caracteres; diferenças nas contribuições dos locos 
para a característica e a relação baixa ou média entre a divergência genética e a perfor-
mance híbrida, não sendo útil para a predição, devido à baixa correlação entre a matriz 
de divergência genética e a capacidade específica, bem como a falta de informa-
ção acurada relacionada ao efeito da dominância. Porém, com as novas tecnologias 
genômicas, essa informação poderá ser mais precisa e assertiva.

Dentre os delineamentos usados destaca-se o dialelo parcial, modelo adaptado 
por Griffin (1956). O uso de cruzamentos dialélicos entre clones das espécies permite 
avaliar a capacidade de combinação, verificar o melhor testador para futuros trabalhos 
de melhoramento, assim como inferir a respeito do tipo de efeito gênico presente na 
expressão dos caracteres envolvidos.

Para o desenvolvimento de híbridos intraespecíficos, uma ótima opção é o 
delineamento em “V”, que deve ser usado para os genitores com maiores valores 
genéticos aditivos na população de melhoramento (Tabela 1), permitindo o cruza-
mento dos genitores mais vezes. Essa é uma forma de aumentar a probabilidade de 
obter indivíduos excepcionalmente superiores nas progênies. Considerando os dez 
melhores genitores da população, ordenados de acordo com os seus valores genéticos 
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preditos, o delineamento em V, apresentado a seguir, permite definir os cruzamentos a 
serem realizados, quando o número total deles é fixado em 25. O delineamento para a 
obtenção de 25 híbridos interespecíficos será o fatorial 5 x 5, que equivale ao dialélico 
parcial desconexo com 10 genitores (Tabela 1) (Resende, 2002).

Tabela 1. Delineamento em V para a obtenção de 25 indivíduos híbridos por cruzamento 
interespecífico (White et al., 2007) modificado por Resende (2002).

Genitor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 X X X X X X X X X
2 X X X X X X X
3 X X X X X
4 X X X
5 X
6
7
8
9

10

Tabela 2. Resultados dos melhores cruzamentos e do número de genito-
res por cruzamento.

Genitor Nº  
cruzamentos Genitor Nº  

cruzamentos
1 9 6 5
2 8 7 4
3 7 8 3
4 6 9 2
5 5 10 1

Neste caso, apenas os melhores cruzamentos são realizados e o números de cruza-
mentos por genitor são indicados na Tabela 2.

Estratégias de seleção para as progênies híbridas
As estratégias baseadas na seleção recorrente recíproca (SRR) são as mais 

indicadas para o melhoramento de híbridos de eucalipto (Resende; Higa, 1990), devido 
esse gênero apresentar, principalmente, heterose e dominância alélica para caracteres 
de crescimento (Assis; Resende, 2011). Esta estratégia foi adotada no Brasil a partir 
de 2000 (Rezende; Resende, 2000). O método de SR adotado para maximizar ganho 
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por unidade de tempo foi a SRR de genitores ou seleção interpopulacional (Comstock 
et al., 1949) com híbridos intermediários (SRR-G-HI), especialmente para os híbridos 
E. urophylla x E. grandis (Resende; Higa, 1990; Resende, 2002; Resende; Barbosa, 
2005; Resende et al., 2005). As populações parentais são melhoradas simultaneamente 
com a aplicação da seleção recorrente, para obter a capacidade geral de combinação 
(Nikles; Newton, 1991; Madhibha et al., 2013). De maneira geral, a correlação entre a 
capacidade geral de combinação (CGC) dos pais em espécies puras e a CGC dos pais 
em cruzamentos híbridos, denominada capacidade geral de hibridização (CGH) por 
Nikles e Newton (1991), tem sido o parâmetro mais importante. Valores altos dessa 
correlação têm sido observados entre a densidade da madeira e a resistência a doenças 
em híbridos E. nitens x. E. globulus (Dungey et al., 1997; Volker 2002).

Quatro estratégias híbridas de seleção foram investigadas quanto à eficiência de 
seleção por Kerr et al. (2004a, 2004b). Os autores concluíram o esquema SRR-SF 
(seleção recorrente recíproca baseada em um índice que combina efeitos das espécies 
puras, híbridos e indivíduos) reduz o tempo entre as gerações pela metade, visto que 
as progênies híbridas e as puras são melhoradas simultaneamente. Por apresenta-
rem um intervalo de geração reduzido, o ganho genético anual obtido é superior à 
seleção recorrente recíproca (SRR). Para estruturas genéticas com moderados efeitos 
de dominância e para que as correlações entre as populações puras e híbridas sejam 
maiores que zero, a SYN é a melhor estratégia. Porém, os autores constataram que 
tanto a SRR-SF quanto a SRR apresentam ganho anual mais consistente em maior 
número de estruturas genéticas que a espécie pura (PSS) e a SYN. Em situações 
complicadas de melhoramento (baixas herdabilidades e correlações entre híbridos e 
espécies puras), a RRS-FS é mais indicada. A estratégia de espécies sintéticas testada 
(SYN) mostrou-se a mais econômica, seguida pela estratégia RRS-SF (Kerr et al., 
2004b).

Com a inclusão de outras espécies nos cruzamentos (E. globulus, E. camaldu-
lensis, E. pellita, E. dunnii, E. benthamii e E. viminalis, dentre outras), e a combi-
nação de várias características em um único indivíduo, surgiu um novo método de 
SRR, denominado populações sintéticas multiespécies (SRR-PSME). Este método 
tem congregado vários caracteres para a produção de celulose (resistência à seca e 
às doenças, volume, densidade, rendimento e teor e qualidade da lignina) (Assis, 
2000; Resende; Assis, 2008). Porém, as gerações avançadas de híbridos têm, muitas 
vezes, resultado na redução do vigor híbrido, devido à ruptura de complexos de genes 
coadaptados ou perda ou duplicação de segmentos cromossômicos (Potts; Dungey, 
2004).

Para a produção de celulose, Resende e Assis (2008) propuseram quatro opções 
de cruzamento, com base em oito populações sintéticas: 
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• Produção de celulose em ambientes tropicais.  População sintética 1: E. grandis 
(crescimento), E. camaldulensis ou E. tereticornis (resistência à seca e às doenças, 
alta densidade) e E. globulus (baixo teor de lignina, alto rendimento e alta densi-
dade) x população sintética 2: E. urophylla (crescimento), E. pellita (resistência à 
seca e às doenças, alta densidade) e E. dunnii (baixo teor de lignina, alto rendimen-
to). Segundo Assis (2000), essas populações capitalizam heteroses entre pares de 
espécies que já foram cruzadas duas a duas e validadas no campo. 

• Produção de celulose para ambientes tropicais. População sintética 1: E. grandis 
(crescimento), E. pellita (resistência à seca e às doenças, alta densidade) e E. dunnii 
(baixo teor de lignina, alto rendimento) x população sintética 2: E. urophylla (cresci-
mento), E. camaldulensis ou E. tereticornis (resistência à seca e às doenças, alta 
densidade) e E. globulus (baixo teor de lignina, alto rendimento e alta densidade). 
Estas propostas visam inserir em apenas uma geração de recombinação alelos de 
todas as espécies em um mesmo indivíduo. 

• Produção de celulose em ambientes tropicais. População sintética 1: E. grandis 
(crescimento), E. pellita (resistência à seca e às doenças, alta densidade) e E. globu-
lus (baixo teor de lignina, alto rendimento e alta densidade); população sintética 2: 
E. urophylla (crescimento), E. camaldulensis ou E. tereticornis (resistência à seca e 
às doenças, alta densidade) e E. dunnii (baixo teor de lignina, alto rendimento).

• Produção de celulose em ambientes frios. População sintética 1: E. grandis (cresci-
mento), E. globulus (baixo teor de lignina, alto rendimento e alta densidade), E. 
viminalis (resistência ao frio e alta densidade), E. saligna (crescimento e densidade 
maior que a de E. grandis) x população sintética 2: E. urophylla (crescimento), E. 
dunnii (baixo teor de lignina, alto rendimento), E. smithii (baixo teor de lignina, alto 
rendimento, alta densidade, resistência ao frio), E. benthamii (resistência ao frio). 
Essas populações viabilizam a aplicação da seleção genômica ampla por apresen-
tarem um alto desequilíbrio de ligação e baixo tamanho efetivo populacional (em 
torno de 100).

Manuseio do pólen 
Técnicas adequadas para o manuseio do pólen de Eucalyptus spp. são necessárias, 

pela curta longevidade sob condições naturais, e pela defasagem no florescimento 
observadas para esse gênero. A assincronia pode ocorrer dentro de espécies (Sousa; 
Higa, 1991), populações e, mais acentuadamente, entre espécies, sendo que essa última 
tem sido amplamente reportada na literatura (Florence, 1964; Ashton, 1975; Griffin, 
1980; Moran, Griffin, 1983; Keatley, Hudson, 2007; Khanduri et al., 2008). Apesar 
desse processo ocorrer em padrões regulares, as condições ambientais podem influen-
ciar as espécies de forma diferente. A altitude é um dos fatores que tem sido citados 
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na literatura (Hodgson, 1976; Griffin, 1980). Embora não se saiba com precisão a 
razão da defasagem (Griffin; Hand, 1979), Graça (1987), estudando o florescimento 
de E. dunnii, verificou a influência da localização geográfica, com tendência de maior 
florescimento em prol das maiores latitudes e temperaturas médias do mês mais frio 
mais baixas. O conhecimento da biologia e fenologia reprodutivas constitui-se em um 
dos passos primordiais ao manuseio do pólen. 

Os trabalhos pioneiros tratando o pólen de Eucalyptus spp. surgiram no final 
da década de 1950, na Austrália, primeiramente com Pryor (1954) e, em seguida, 
com Boden (1958). No Brasil, o primeiro trabalho reportando o manuseio de pólen 
de Eucalyptus spp. foi publicado por Gabrielli et al. (1965). Desde então, diferen-
tes estudos têm sido conduzidos para espécies desse gênero (Borges et al., 1973; 
Cangiani, 1988; Sousa, 1988; Menck et al., 1990, dentre outros). 

Coleta
O principal fator para o sucesso do armazenamento diz respeito à viabilidade 

inicial do pólen. Batos e Nikolic (2013), estudando o abeto sérvio (Picea omorika), 
verificaram forte correlação positiva entre o pólen fresco e armazenado sob tempe-
ratura de -20 °C. Por conseguinte, esforços devem ser dispendidos na obtenção do 
pólen com a máxima viabilidade inicial, para o armazenamento adequado. Para tanto, 
o conhecimento da maturidade na coleta é necessário, implicando no conhecimento da 
biologia reprodutiva específica. 

Estudos sobre a coleta para o gênero Eucalyptus foram conduzidos na Austrália 
e também no Brasil, destacando-se: Borges et al. (1973), Sousa (1982) e Menck et al. 
(1990). Griffin et al. (1982), trabalhando com E. regnans, adotaram uma metodologia 
de coleta demonstrando que a maturidade máxima ocorria na antese. Dessa forma, 
sugeriram a coleta de ramos com os botões próximo à perda do opérculo (Figuras 1A 
e 1B), mantendo-os com as extremidades na água, até o momento da antese (Figuras 
1A, 1B e 1C). Ademais, com a remoção das flores abertas, a possibilidade de conta-
minação das novas flores seria evitada. O trabalho de Menck et al. (1990) corroborou 
essas descobertas. Esses autores trabalharam com E. grandis, E. smithii, E. dunnii, 
E. brassiana, E. urophylla e E. camaldulensis e observaram melhores resultados de 
germinação quando o pólen foi coletado em botões abertos, em casa de vegetação, 
do que em botões coletados no campo. Dessa forma, o método adotado por Griffin et 
al. (1982) e outros autores como Sousa e Pinto Júnior (1992) para E. dunnii, continua 
sendo o mais adequado e utilizado para esse gênero.
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Figura 1. Ramo de E. dunnii
mostrando vários estágios de 
desenvolvimento: botão verde, botão 
com opérculo amarelado, no início da 
abscisão, e fl ores abertas (A); botões 
fl orais em desenvolvimento (até a 
queda do segundo opérculo) e de E. 
benthamii (B) e híbrido de E. grandis
x E. urophylla e E. benthammii(C).
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Extração
Esse procedimento é necessário para a redução das impurezas e custos, para 

evitar contaminações e para restringir o espaço necessário para o armazenamento do 
pólen. Para diversas espécies folhosas, a reduzida produção de pólen e a sua caracte-
rística aderente consistem em um agravante para o armazenamento nas quantidades 
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adequadas. Grande parte dessas espécies são polinizadas por insetos e os eficientes 
mecanismos para o transporte e polinização, como a aderência, dificulta a extração 
do pólen das estruturas estaminais. A maioria das espécies de eucaliptos de interesse 
comercial, no Brasil, apresenta pólens com essas características. Uma das formas mais 
utilizadas, na prática, para separar o pólen do material inerte tem sido a secagem, 
seguida da utilização de peneiras de malha fina. Nesse caso, deve-se considerar as 
perdas do pólen aderido às anteras, que podem ser relativamente grandes.

Com o intuito de incrementar o rendimento desse processo para Eucalyptus spp., 
foi utilizada a extração com água (Griffin et al., 1982; Sousa, 1982; Cangiani,1988; 
Menck et al., 1990). Ao contrário de Griffin et al. (1982), os demais autores detec-
taram o efeito negativo sobre a germinação do pólen extraído. Não se conhece a 
razão para isso, podendo ser atribuída à eluição de componentes da parede do pólen, 
dentre outras. Dessa forma, diante da potencialidade do uso dos solventes orgânicos, 
para o pólen de diversas espécies de plantas (Iwanami, 1972, 1975, 1984; Mishra; 
Shivanna, 1982; Yabuya, 1983), pesquisas foram concentradas também para o gênero 
Eucalyptus. Essa técnica foi apresentada por Stanley e Linskens (1974), como uma 
forma de superar o problema da manutenção de um nível específico de umidade e 
também para o transporte do pólen, sem a necessidade do uso de gelo seco ou refri-
geração. Esses autores enfatizaram, também, a facilidade da polinização manual e a 
especial vantagem do emprego para as espécies que apresentam o pólen com super-
fície viscosa. Portanto, o uso dessa técnica para espécies de Eucalyptus é bastante 
promissor, mas é necessário testar, individualmente a reação específica aos solventes.

Inúmeros solventes têm sido utilizados, tanto para a extração quanto para o 
armazenamento de pólen. Dentre os mais empregados destacam-se: acetona, álcool 
amílico, benzeno, etanol, éter etílico, éter dietílico, éter de petróleo, hexano, ciclohe-
xano metanol, xileno, tolueno, tetracloreto de carbono e clorofórmio (Iwanami, 1972, 
1975, 1984; Mishra; Shivanna, 1982; Yabuya, 1983; Jain; Shivanna, 1988; Kopp et al., 
2002; Khan; Perveen, 2006; Perveen et al., 2007; Perveen; Kahn, 2009; Chaudhury et 
al., 2010; Perveen; Sarwar, 2011; Vale et al., 2016).

Resultados negativos de viabilidade foram observados para E. urophylla, 
usando-se a acetona (Souza; Gonçalves, 1986) e para E. camaldulensis (Sousa; 
Pinto Júnior, 1992), usando-se éter, tanto etílico quanto de petróleo. No entanto, a 
extração com benzeno, xileno e tolueno foi promissora para E. dunnii e E. urophylla, 
enquanto o xileno e tolueno mostraram melhores resultados para E. grandis. Sendo 
assim, deve-se dar continuidade aos protocolos de uso dessas substâncias para o 
gênero Eucalyptus. 
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Secagem e armazenamento
A umidade e temperatura são os principais fatores que influenciam a longevidade 

do pólen durante o armazenamento (Lei et al., 2020), devendo ser controlados. Ambos 
se encontram diretamente relacionados ao metabolismo e à contaminação do pólen por 
microrganismos. A redução dessas atividades tende a incrementar a longevidade do 
pólen armazenado.

A redução da umidade é sempre necessária e, mesmo no curto prazo, essa medida 
é indispensável. Snyder e Clausen (1974) enfatizam que a preservação da viabilidade 
do pólen, mesmo por algumas semanas, requer essa redução. Esses autores afirmam 
que a intensidade de secagem depende da espécie e do método de armazenamento 
empregado (curto, médio ou longo prazo).

De um modo geral, o nível de desidratação é inversamente proporcional à tempe-
ratura de armazenamento.

Para a conservação no refrigerador (4 °C), a redução menos drástica da umidade 
pode ser aceitável, porém, isso implica no encurtamento da viabilidade. Para o armaze-
namento sob temperaturas mais baixas, como em congeladores (freezers) (- 18 °C, 
- 20 °C, - 36 °C) e ultra freezers (- 80 °C) é necessária a secagem mais drástica. Para 
a criopreservação ( -196 °C), há necessidade de uma redução de umidade ainda mais 
drástica. De acordo com Matthews e Kraus (1981), sob temperaturas reduzidas, caso 
não haja uma secagem apropriada, pode ocorrer a formação de gelo intracelular, impli-
cando na ruptura da parede da célula. 

De maneira geral, Sprague e Johnson (1977) e Goddard e Matthews (1981) 
recomendam o intervalo de umidade entre 8% a 10% para um armazenamento 
adequado, independentemente do método empregado. Siregar e Sweet (2000), obser-
vando a influência da umidade no armazenamento de Pinus radiata, verificaram que 
a umidade de 10% foi eficiente para o armazenamento no refrigerador (4 °C), por 
aproximadamente 1 ano, com redução mínima de germinação (de 93% para 84%).

Apesar de ser necessária a secagem intensa do pólen, para o armazenamento 
sob temperaturas muito baixas, deve-se ressaltar que certos pólens (recalcitrantes) 
não suportam elevado nível de desidratação. Nesse grupo se incluem os trinuclea-
dos (comum nas gramíneas). Essa condição tem sido limitante ao armazenamento 
(Brewbaker, 1967; Stanley; Linskens, 1974; Frankel; Galun, 1977; Barnabás, 1985; 
Mayer, 2000; Carrijo Garcia, 2015; Jayapraksh, 2017). Barnabás (1985) indicou 50% 
como umidade segura para o pólen de Zea mays já Stanley e Linskens (1974) indicaram 
40% de umidade para o pólen de Tulipa, Plantago media, Clivia cusculus e Parnassa. 
Exceção é relatada por Boyle (2001), para o pólen de Schlumbergera truncata (cacto-
-de-ação-de-graças) que, mesmo sendo trinucleado, pode tolerar à dessecação intensa 
(umidade de 4%) e pode ser armazenado sob temperaturas abaixo de 0 °C. Portanto, 
nota-se que o índice de umidade adequado deve ser testado para as diferentes espécies. 
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Secagem à vácuo

Diferentes métodos de secagem foram testados e descritos para o pólen de 
Eucalyptus spp., dentre eles a secagem sob vácuo com sílica gel (Figuras 2A e 2B). 
Trata-se de um procedimento simples e recomendado por alguns autores (Frankel; 
Galun, 1977; Matthews; Kraus, 1981).

Figura 2. Secagem a vácuo com sílica-gel de pólen de E. benthamii (A); Eppendorf com pólen de 
Eucalyptus urophylla seco e pronto para o armazenamento (B).
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Nesse procedimento a secagem depende da umidade inicial do pólen. Snyder 
(1961) recomenda o período de 15 minutos (utilizando vácuo de 5 mm de Hg), para 
que o pólen de pínus do sul dos Estados Unidos atinja a umidade adequada (entre 11% 
e 14%) para o armazenamento no refrigerador, e 30 minutos para o armazenamento 
no “freezer”. Ahlgren e Ahlgren (1978) armazenaram o pólen de Pinus strobus, com 
sucesso, durante oito anos após permanência no dessecador, com sílica-gel, por 48 
horas. O ideal é que esse método seja testado especifi camente. 

Estufa

A secagem em estufa é um método relativamente simples, mas deve-se atentar 
para a temperatura limite que as espécies podem tolerar. Além disso, com a secagem de 
grandes quantidades de pólen por um período mais prolongado, pode ocorrer acúmulo 
de umidade em excesso e, com isso, levar a uma elevada taxa de contaminação por 
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fungos. Diferentes métodos de secagem foram estudados por Sousa (1988) para 
Eucalyptus spp., dentre eles: câmara seca (temperatura constante de 22 °C) estufa 
(35 °C e 40 °C constantes) e dessecador com sílica-gel (utilizando vácuo e temperatu-
ra ambiente em laboratório). A interação entre os métodos e as espécies, no tocante à 
viabilidade do pólen foi detectada, enfatizando a necessidade do tratamento individual 
para as espécies. Verificou-se que apenas a secagem em estufa (40 °C) foi demasiada 
e prejudicial para a maioria das espécies. Ficou evidente que a velocidade de secagem 
das estruturas estaminais variou entre as espécies, tendo sido maior para E. urophylla 
e E. grandis e menor para E. camaldulensis e E. tereticornis, enfatizando o comporta-
mento específico e a necessidade de pesquisas para as espécies, individualmente.

Outras formas de secagem, como o uso de ácido sulfúrico, têm sido reportadas na 
literatura. Duffield e Snow (1941) mantiveram a umidade do pólen em torno de 20% 
por um ano, enquanto Matthews e Kraus (1981) apontam a possibilidade de se atingir 
15% para espécies florestais, com o uso de solução de 1,5 de gravidade específica. No 
entanto, estes autores ressaltam a possibilidade da redução da viabilidade pela emissão 
de SO2 e SO3. 

A secagem com o emprego de soluções salinas (0,5% a 66%) também tem sido 
relatada. Hong et al. (1999) armazenaram, com sucesso, o pólen de Typha latifolia L., 
sob condições de umidade oriunda de sete soluções salinas saturadas (com umidade 
relativa de 0,5% a 66%). 

A liofilização tem sido outro método empregado para reduzir drasticamente 
a umidade, visando ao armazenamento no longo prazo. De acordo com Stanley e 
Linskens (1974), esse método consiste na redução de temperatura (- 60 °C a - 80 ◦°C), 
seguida da aplicação de vácuo de 50-250 mm de Hg, para remover a água por sublima-
ção. O pólen liofilizado pode, então, ser armazenado sob diferentes condições.

Diversos trabalhos citam o armazenamento bem-sucedido de pólen liofilizado. 
Dentre esses, destacam-se: Wang (1975) para diversas espécies florestais; Boughediri 
et al. (1995) para tamareira (Phoenix dactilifera L.); Perveen e Alikhan (2007) para 
Carica papaya; e Khan et al. (2013) para Prunus amygdalus Batsch (Rosaceae).

Apesar da importância desse método, o mesmo deve ser testado individualmente 
para as espécies, considerando especialmente a velocidade do congelamento, para que 
não ocorra danos pela ruptura das células. 

A determinação precisa da umidade é necessária para o manuseio do pólen, 
podendo ser feita de forma simples, como sugerem Goddard e Matthews (1981), 
mediante acompanhamento da perda de peso de 1 g na estufa. No entanto, Syder e 
Clausen (1974) enfatizam que a duração desse processo não deve exceder uma hora, 
para evitar a volatilização. Esse procedimento deve ser testado para as espécies indivi-
dualmente, com o controle da viabilidade após o procedimento. Existem métodos que 
envolvem equipamentos mais sofisticados, desde as décadas de 1970 e 1980, como o 
aparelho de Ohaus (Goddard; Matthews, 1981), onde a umidade é lida em sete minutos 
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após a exposição do pólen à luz de uma lâmpada com 4,5 watts de potência e o método 
de Jensen (1970), citado por Goddard e Matthews (1981), que permite determinar 
pequenas quantidades de pólen, apresentando boa precisão. O aparelho empregado 
mede o conteúdo absoluto de umidade de uma amostra sob vácuo intenso. A pressão 
de vapor liberada é condensada como gelo. Quando o gelo evapora do sistema, causa 
uma pressão de volume conhecido. Essa pressão resultante é proporcional à massa de 
água liberada, sendo medida, em seguida, por um manômetro a óleo.

Atualmente existem equipamentos que determinam com precisão a umidade de 
uma pequena quantidade de pólen, bem como a sua viabilidade. 

Conforme enfatizado anteriormente, a temperatura desempenha um papel 
crucial na manutenção da viabilidade do pólen, durante o armazenamento. Para esse 
propósito, tem-se utilizado mais comumente as seguintes temperaturas: próximo a 
25 °C, em laboratório, refrigerador (4 °C), freezers e ultra freezers (-18 °C, -20 °C, 
-36 °C, -70 °C - 80 °C ), além de crio temperaturas (entre -196 °C e -271 °C, depen-
dendo da finalidade). 

Temperaturas mais baixas têm sido mais eficientes para assegurar a viabilidade 
do pólen por longos períodos (Machado et al., 2014, para coco; Cuchiara et al., 2012, 
para Ricinus comunis L; Batos; Nikolic, 2013, para abeto-sérvio (Picea omorika/
Panc./Purkyne); Akond et al., 2012, para Lagerstroemia spp.; Chagas et al., 2009, para 
pêssego e nectarina; Imani et al., 2011, para quatro cultivares de maçã; Özcan, 2020, 
armazenando pólen de Prunus avium L.; Kulus, 2019, para pólen de tomate, dentre 
inúmeras outras espécies).

A criopreservação (entre -180 °C e -271 °C), com o emprego de gases liquefeitos, 
tem sido enfatizada para a conservação do pólen, especialmente em nitrogênio líquido 
(-196 °C). Essas temperaturas, de acordo com Stanley e Linskens (1974), reduzem a 
atividade citoplasmática a praticamente zero. Dessa forma, o pólen pode ser armaze-
nado por um longo período de tempo.

Stanley e Linskens (1974) citam estudos indicando que o pólen de Lupinus 
preservado sob temperatura de -180 °C poderia permanecer inalterado e vivo por 
aproximadamente um milhão de anos. Porém, nem todas as espécies resistem a esse 
tipo de armazenamento. Diversos estudos, e dentre eles o de Jia et al. (2017), que 
estudaram 20 espécies ornamentais e demonstraram que algumas foram severamente 
danificadas pelo armazenamento criogênico. Os autores atribuíram esse resultado ao 
estresse oxidativo induzido pelo armazenamento criogênico no nitrogênio líquido.

Deve-se salientar que o processo de congelamento se mostra uma etapa crítica na 
manutenção da viabilidade do pólen. Se, por um lado, a umidade mais elevada pode 
provocar danos pela formação de gelo intracelular, por outro, segundo Kartha (1985), 
o limite inferior estimado entre 1% e 5% deve ser utilizado com cuidado, pois pode 
haver redução de viabilidade nesses níveis.
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Para evitar injúrias pelo congelamento, tem-se utilizado os crioprotetores. 
Inúmeros produtos têm sido empregados, tais como etanol, glicóis DMSO (dimetilsul-
fóxido), acetado de amônio, carboidratos, sorbitol, betaína, sarcosina, uréia, açúcares, 
álcoois-açúcares, diferentes aminoácidos, polióis, óxido de trimetilamina e o glicerol, 
como o mais efetivo deles (Kartha, 1985). O último apresenta a vantagem de não ser 
tóxico, mesmo em alta concentração. Porém, tem sido eficiente para as células animais 
(Kartha, 1985), mas não para os vegetais (Luza; Polito, 1988). No entanto, pesquisas 
mais recentes têm mostrado o potencial do glicerol para pólen (Nogueira et al., 2011) 
para feijão; Vargas et al., 2011, para mamona). Os aminoácidos são considerados bons 
crioprotetores de células vegetais, devido à sua rápida permeabilidade (Kartha, 1985).

Outro fator muito discutido no armazenamento em nitrogênio líquido é a velocida-
de do processo. Pesquisadores como Luza e Polito (1988) aconselham o congelamento 
lento (1 °C min-1), mas citam autores que utilizaram um amplo intervalo de velocidade 
variando de 0,5 °C min-1 até 100 °C min-1 (Lee et al., 1985, para Simmondsia sp.) e 
ainda autores que encontraram bons resultados, como Nath e Anderson (1975), com 
uma alta velocidade de congelamento (200 °C min-1, para Lilium longiflorum L. e Zea 
mays L.).

Esse tipo de armazenamento apresenta um custo elevado, em relação aos demais, 
e tem sido utilizado nos bancos de conservação (ex situ) e também para o armazena-
mento de longo prazo em programas de melhoramento de espécies cultivadas. Nesse 
sentido, Senula e Keller (2014) citam a importância dessa técnica na preservação de 
Allium cepa L. Livingston e Ching (1967) destacam que dois pesquisadores japoneses 
mantiveram viável o pólen de 30 espécies de angiospermas, por um período de 5 a 7 
anos, em nitrogênio líquido (-196 °C). 

Gomes et al. (2003) conservaram pólen de cebola (Allium cepa L.) por dois anos 
de armazenamento. Ganeshan e Alexander (1991) armazenaram o pólen de quatro 
variedades de limão durante 3,5 anos, Marchant et al. (1992) armazenaram duas 
cultivares de rosa inglesa, Chaudhury et al. (2010) armazenaram pólen de manga 
(Mangifera indica L.) e lichia (Litchi chinensis Sonn.). Da mesma forma, obtiveram 
exito no armazenamento de pólens, Xu et al. (2014), para Camellia, Paeonia e Prunus 
mume, Karun et al. (2014), para o pólen de coco; Kulus (2019), para pólen de tomate, 
Dinato et al. (2020), para o pólen de capim-da-bahia (Paspalum notatum Flugge), 
dentre muitas outras espécies.

Todavia, havendo a necessidade de utilização do pólen armazenado com teor de 
umidade muito baixo, deve-se preceder à reumidificação. Esse procedimento tem sido 
feito rotineiramente para a germinação do pólen de diversas espécies (Duffield; Snow, 
1941; Cohen et al., 1989; Parton, 1998, Tyagi; McComb, 1992; Kozlowski; Pallardy, 
2002).

Sousa (1990) deu início, no Brasil, aos estudos de criopreservação para Eucalyptus 
spp. Para isso, utilizou pólens com umidade reduzida. A taxa de resfriamento em 
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nitrogênio líquido (-196 °C) foi de 19 °C min-1 e a viabilidade, determinada pelo 
teste de germinação in vitro, mostrou que, sob essas condições, o pólen das espécies 
estudadas não foi negativamente afetado, demonstrando o potencial para o armazena-
mento de Eucalyptus spp. Deve-se enfatizar, então, que a taxa de resfriamento é um 
dos fatores mais importantes para a aplicação dessa técnica. 

Outros fatores que atuam na viabilidade do pólen armazenado
Além da umidade e temperatura, outros elementos desempenham um papel 

importante na manutenção da viabilidade do pólen durante o armazenamento, dentre 
eles os fatores genéticos que têm sido determinantes ao armazenamento do pólen de 
diversas espécies, tais como variedades de chá (Lei et al., 2020), cultivares de rosa 
(Giovannini et al., 2015), acessos de coco (Machado et al., 2014) e árvores de abeto-
-sérvio (Picea omorika [Pancic] Purkyne) (Batos; Miljković, 2019). 

Elucidações sobre o decréscimo de viabilidade durante o armazenamento envolve, 
ainda, o metabolismo dos carboidratos (Carrizo Garcia et al., 2015) ou carboidratos e 
proteínas (Kirby; Smith, 1974; Stanley; Linskens, 1974). Oliver et al. (1997) destacam 
os altos níveis de ácidos graxos. Ademais, a inativação das enzimas, hormônios de 
crescimento e ácido pantotênico, além dos danos provocados pela dessecação, também 
podem contribuir para o decréscimo da viabilidade do pólen (Harrington, 1970; King, 
1965, citados por Wang, 1975). 

Componentes fisiológicos também contribuem para o sucesso ou fracasso no 
armazenamento de pólen. Dentre esses, o estado nutricional da planta durante o desen-
volvimento do pólen (Linskens; Stanley, 1974).

Independente da forma utilizada para reduzir a umidade em Eucalyptus spp., Sousa 
(1990) demonstrou a resistência de diferentes espécies à dessecação significativa.

A contaminação do pólen também prejudica a sua conservação. Stanley e Linskens 
(1974) citam diferentes trabalhos enfatizando o problema da infecção por fungos. A 
influência desses fungos pode ocorrer de forma direta ou indireta. Indiretamente, pode 
acarretar mudanças químicas dos colóides ou a inibição de enzimas como amilases e 
invertases. Destacam, ainda, o efeito destrutivo da luz ultravioleta sobre a viabilidade 
do pólen na prevenção por infecção fúngica.

Testes de viabilidade do pólen 
A avaliação da viabilidade de pólens, tanto recém-colhidos quanto armazenados, 

é de extrema importância para estabelecer a potencialidade de uso desse material. Para 
isso, são utilizados tanto os testes in vivo quanto in vitro. 
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Testes de germinação in vivo e produção de sementes

No método in vivo, após depositar o pólen em um estigma receptivo, destaca-se 
o estilete e procede-se à contagem dos tubos que penetraram no estigma, comparando-
-os, em seguida, com o número total de grãos (Stanley; Linskens, 1974). Entretanto, 
alguns problemas observados podem afetar esse tipo de avaliação, dentre eles: i) a 
dificuldade de penetração do tubo polínico na superfície estigmática, devido à super-
fície cuticular; ii) a presença de água no estigma pode levar ao rompimento do pólen, 
prejudicando a germinação; iii) incompatibilidade genética entre o pólen e o pistilo; 
iv) a aplicação de elevada concentração pode inibir a penetração do tubo polínico no 
estilete; v) ocorrendo uma queda acentuada da temperatura, pode haver uma queda 
na germinação, levando a uma viabilidade aparentemente baixa; e vi) dificuldade de 
identificar os grãos germinados no estigma, por ocasião da contagem. 

Adicionalmente, utiliza-se a capacidade de o pólen produzir sementes como 
um critério de avaliação (Stanley; Linskens, 1974). No entanto, os autores citam o 
agravante do ciclo reprodutivo, como limitante ao uso, dentre outros fatores. 

Testes de germinação in vitro 

A avaliação in vitro é muito mais vantajosa, por proporcionar maior rapidez. 
De acordo com Heslop-Harrison et al. (1984), os métodos utilizados para a 

avaliação da qualidade do pólen in vitro são: testes de germinação, testes do conteúdo 
de células vegetativas com corantes, testes de atividades enzimáticas e procedimento 
fluorocromático (FCR), especialmente testes com integridade de membranas plasmá-
ticas da célula.

Face ao amplo emprego da germinação in vitro e corantes específicos, esses 
métodos serão melhor abordados.

Vários métodos são conhecidos e descritos por Stanley e Linskens, (1974), para a 
germinação in vitro. Porém, o que utiliza ágar ou gelatina merece destaque, pela facili-
dade de incorporação de açúcares e outros elementos estimulantes para a germina-
ção do pólen, propiciando uma umidade relativa constante e adequada à germinação. 
Esses autores enfatizam as condições aeróbicas da superfície como convenientes e a 
facilidade de manuseio das lâminas. Para se obter estimativas confiáveis da viabilida-
de do pólen armazenado, é necessário dispor de um meio de cultura que possibilite a 
expressão do seu potencial fisiológico para a formação do tubo polínico.

Os componentes do meio de cultura variam de acordo com a espécie e têm sido 
amplamente estudados. A maioria das espécies necessita de uma fonte de carboidra-
tos e outros elementos estimulantes. O carboidrato é, normalmente, necessário para 
o crescimento inicial do tubo, mas, segundo Dorman (1976), existem pólens, como 
o de Pinus spp., que germinam apenas em água destilada. Os dois papéis principais 
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atribuídos aos açúcares, por Bhojwani e Bhatnagar (1974), referem-se ao controle da 
pressão osmótica e funcionam também como substrato respiratório. Diversos açúcares 
são empregados para essa fi nalidade. Dentre esses, destacam-se a sacarose como um 
dos mais utilizados em concentrações diversas, considerando as diferentes espécies 
de plantas (Klaehn; Neu, 1960, para Prunus serotina e Populus tremuloides; Bomben 
et al., 1999, para clone triplóide de Actinidia chinensis; Cuchiara et al., 2012, para 
Ricinus comunis L; Giovannini et al., 2015, para seis cultivares comerciais de rosas; 
Chander et al., 2019) para maçã-doce (Annona squamosa L.) cv. Balanagar; Batos;
Nikolic, 2019, para abeto-sérvio (Picea omorika [Pancic] Purkyne), dentre dezenas de 
outras espécies).

Outros açúcares, como glicose, frutose, lactose, galactose, rafi nose e sorbitol, têm 
sido também pesquisados e empregados para diferentes espécies de plantas (Stanley; 
Linskens, 1974; Miranda; Clement, 1990; Guarnieri et al., 2006; Imani et al., 2011; 
Giovannini et al., 2015; Impe et al., 2019).

Os testes de germinação in vitro para o Eucalyptus spp. (Figuras 3A, 3B e 3C) 
envolvendo a sacarose, apresentaram bons resultados, desde o início dos testes (Boden, 
1958; Gabrielli et al., 1965; Borges et al., 1973). A concentração de 30% foi determina-
da por Sousa (1988), e tem sido adotada com sucesso, por vários pesquisadores.

Figura 3. Teste de germinação in vitro no 
delineamento em blocos casualizados, com 

quatro repetições e seis tratamentos (A); 
grãos de pólen germinado e não germinado 

de Eucalyptus urophlla (B); avaliação da 
germinação (aumento de 400 x) do pólen de 

E. urophylla com 3 grãos germinados e os 
demais não germinados (C). 
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Além do açúcar, nutrientes, elementos como Ca, B, e Mg, enzimas (celulases e 
pectinases) e hormônios (auxinas e giberelinas) desempenham um papel fundamental 
na germinação de determinados pólens (Bhojwani; Bhatnagar, 1974).

Dentre esses elementos principais, destacam-se B e Ca. De acordo com Bhojwani 
e Bhatnagar (1974), o B é o mais atuante na germinação e crescimento do tubo 
polínico. De acordo com esses autores, esse elemento existe na natureza, em nível 
comparativamente alto no estigma e estilete, suprindo o pólen durante a sua germina-
ção. Dentre os inúmeros papéis que o boro pode desempenhar na germinação, alguns 
autores atribuem o seu envolvimento na absorção dos açúcares (Bhojwani; Bhatnagar, 
1974; Stanley; Linskens, 1974). 

O cálcio é outro elemento químico essencial na germinação do pólen e elongação 
do tubo polínico (Bhojwani; Batnagar, 1974; Snyder; Clausen, 1974; Stanley; 
Linskens 1974), sendo que o principal papel atribuído ao cálcio é referente às substân-
cias pécticas (Stanley; Linskens, 1974). Inúmeros são os trabalhos que incorporam o 
boro e cálcio, individualmente ou em combinação, para uma melhor germinação do 
pólen, com doses variadas, em função das espécies utilizadas (Miranda; Clement., 
1990; Pio et al., 2007; Mortazavi et al., 2010; Imani et al., 2011; Sousa et al., 2016).

Para Eucalyptus spp., testes de germinação in vitro têm sido conduzidos há algum 
tempo, buscando-se o meio mais completo para a germinação adequada do pólen 
viável. Sousa (1988) definiu o meio de cultura baseado em diferentes espécies de 
eucalipto (E. urophylla, E. grandis, E. camaldulensis e E. tereticornis), sendo a base 
de ágar (0,8%) e sacarose (30%). Essa concentração de sacarose havia sido indicada 
por Griffin et al. (1982) para uma solução específica à germinação de E. grandis. 
No entanto, Sousa (1988) adaptou o método inserindo o ágar como solidificante, 
propiciando a disponibilidade de oxigênio à superfície do meio de cultura, facili-
tando a germinação. Esse meio tem sido muito utilizado no Brasil, a partir de então. 
Ainda sobre a adição do boro ao meio de cultura, Sousa (1988) encontrou dificul-
dade em estabelecer o nível adequado, devido à influência de vários fatores. Para o 
cálcio, encontrou o melhor resultado de germinação com a aplicação de 220 ppm de 
CaCl2.2H2O. O período de incubação dos testes foi de 24 horas sob temperatura de 
25 °C e umidade relativa de 99%. 

Visando tornar mais ágeis os testes de germinação in vitro, com uma concentra-
ção padrão, Sousa-Lang e Pinto Júnior (1997) adotaram a solução de Brewbaker e 
Kwack (1963) (100 mg L-1 de H3BO3, 300 mg L-1 de Ca (NO3)2. 4H20, 200 mg L-1 de 
MgSO4.7H20 e 100 mg L-1 de KNO3) nas concentrações de 8 g L-1 e 300 g L-1 para os 
testes de germinação de E. urophylla, E. grandis e E. robusta e verificaram a melhor 
germinação para todas as espécies estudadas, mesmo havendo interação entre o meio 
de cultura e as espécies. Essa solução tem sido usada com sucesso nos meios de 
germinação adaptados para diversas plantas (Cohen et al., 1989; Mortazavi et al., 2010 
Beck-Pay, 2012; Sousa et al., 2016; Jalca et al. 2019).
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Assim, pode-se recomendar para o gênero Eucalyptus a germinação de pólen 
em meio de cultura composto com os seguintes elementos: ágar e sacarose nas 
concentrações de 8 g L-1 e 300 g L-1 e solução de Brewbaker e Kwack (1963).

Testes com corantes específicos

A determinação da viabilidade do pólen usando corantes específicos é muito 
atrativa, especialmente devido à rapidez do processo. Ao utilizar esse método, evita-se 
também o risco de contaminação que pode ocorrer nos testes de germinação de pólen, 
especialmente para as espécies que requerem um período acima de 24 horas para 
germinar, tais como Pinus spp. e Araucaria angustifolia. No entanto, deve-se conside-
rar que os corantes vitais podem colorir o pólen imaturo e abortado, superestimando 
assim a viabilidade (Stanley; Linskens, 1974). Vários corantes são utilizados para 
essa finalidade, dentre eles: azul de algodão em lactofenol, anilina azul em lactofenol 
e tetrazólio nitro azul (Hauser; Morrison, 1964). Stanley e Linskens (1974) destacam, 
ainda, outros corantes específicos, como: iodeto de potássio, tendo especificidade para 
amido, carmim acético, que colore preferencialmente cromossomos, e metil floxina 
verde que colore citoplasma e celulose. Adicionalmente, Soares et al. (2013) empre-
garam o lugol em seus estudos de viabilidade de pólen de Passiflora spp e Sedgley 
e Harbard (1993) e Novara et al. (2017) empregaram o diacetato de fluoresceína. É 
importante destacar o cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazólio, por sua ampla utilização 
nos testes de viabilidade do pólen de diversas espécies, em diferentes concentrações 
(Sedgley; Harbard, 1993; Soares et al., 2013; Novara et al., 2017; Özcan et al., 2019). 
Esse corante reage com enzimas da respiração, produzindo um composto vermelho 
denominado formazan para pólens viáveis (Viéitez Cortizo, 1952; Ferreira et al., 2007; 
Salazar; Delgado, 2018), possibilitando a estimativa da sua viabilidade.

Para evitar o problema da superestimativa dos corantes específicos, Munhoz et al. 
(2008) aconselham a comparação com testes de germinação in vitro.

Assim, a definição de protocolos para testes rápidos, comparados aos testes de 
germinação in vitro para aferição da concentração e tempo de exposição ao corante, é 
essencial para tornar os corantes específicos atraentes e de amplo uso para Eucalyptus 
spp..

Considerações importantes 
A técnica para a produção de híbridos de eucaliptos já foi validada e estabelecida. 

Porém, a produção de híbridos deve ser melhor planejada, juntamente às empresas 
do setor florestal. As atividades devem ser baseadas nos resultados dos programas de 
melhoramento genético das populações puras (espécies) e híbridas, visando viabilizar 
o aumento contínuo de produção e a qualidade da madeira, a partir da técnica de hibri-
dação. 
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O manuseio do pólen de Eucalyptus, bem como de outras espécies florestais, 
embora aparentemente simples, requer o domínio de diferentes áreas, como a biologia 
da espécie, fisiologia e microbiologia, dentre outras. Além disso, o cuidado para a 
não contaminação com microrganismos e pólens estranhos é imprescindível para o 
sucesso da produção de híbridos específicos. Embora a liofilização combinada com a 
criopreservação (armazenamento) seja mais efetiva para a conservação no longo prazo, 
com grande potencial futuro, é possível manter pólens viáveis utilizando processo de 
secagem mais simples (dessecador, estufas) e armazenando-os em freezers (-20 °C), 
atendendo à demanda para cruzamentos controlados, no médio prazo. Novos protoco-
los visando otimizar a extração, para aproveitamento total do pólen, e armazenamento 
de longo prazo, além de testes de viabilidade mais práticos e rápidos, vêm sendo 
desenvolvidos e deverão tornar o processo mais acessível e rápido, considerando a 
manipulação de maiores quantidades de pólen.
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