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RESUMO

Observou-se o efeito do congelamento do podlen para algumas espécies de
Eucalyptus com o objetivo principal de adaptar técnicas de criopreservagdo para o
armazenamento a longo prazo. Um lote de pdlen de Eucalyptus urophylla (umidade
ndo determinada), E. robusta (3,05% de umidade) e dois de Eucalyptus dunnii
(umidades respectivas de 5,61% e 4,52%) foram utilizados. A taxa de resfriamento
em nitrogénio liquido (-196°C) foi de 19°C x min™ e a viabilidade determinada pelo
teste de germinagéo "in vitro". Nao se verificou o efeito negativo do congelamento
sobre o pélen das espécies estudadas. Os resultados apontam a criopreservagéo
como método potencial para o armazenamento a longo prazo.
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CRYOPRESERVATION OF Eucalyptus SPP. POLLEN

ABSTRACT

The consequence of freezing on pollen viability in three Eucalyptus species was
observed, aiming to adapt techniques of cryopreservation for long term storage.
Eucalyptus urophylla (undetermined humidity), Eucalyptus robusta (3,05% humidity)
and Eucalyptus dunnii (5,61% and 4,52% humidity resPectiver) were examined. The
cooling rate in liquid nitrogen (-196°C) was 19°C x min™". The viability was determined
by "in vitro" germination test. Under these condition freezing has not affected pollen
viability. Therefore, cryopreservation is a potential method for long term pollen
storage.

KEY-WORDS: Cryopreservation, pollen, "in vitro" germination, Eucalyptus urophylia,
Eucalyptus robusta e Eucalyptus dunnii.

1. INTRODUCAO

A hibridacdo em Eucalyptus tem sido utilizada visando a combinagdo de
caracteristicas favoraveis de diferentes individuos. Esse procedimento possibilita a
obtencdo de plantas que podem ser mais adaptadas e produtivas para o emprego
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em areas marginais, onde as espécies parentais ndo desenvolvem-se
satisfatoriamente.

O armazenamento de pdélen é um processo imprescindivel quando se pretende
proceder o cruzamento de espécies com periodos distintos de floragdo. Para que o
mesmo tenha sucesso, fatores como a sua umidade e temperatura de
armazenamento devem ser controlados. Estes estdo diretamente relacionados ao
metabolismo do pélen e a contaminagcdo por microorganismos. A reducdo dessas
atividades tende a aumentar a longevidade do pélen armazenado . O método de
armazenamento a longo prazo mais promissor € em nitrogénio liquido. Com
temperatura em torno de -196°C, o metabolismo do pélen reduz-se a praticamente
zero, permitindo, teoricamente, a manutengdo de sua viabilidade por um periodo
indefinido.

Os estudos de armazenamento de polen de Eucalyptus tém sido feitos
considerando apenas a curto e médio prazos. No entanto, devido & sazonalidade da
producdo de flores e a baixa longevidade do pélen sob condi¢cdes naturais, faz-se
necessario desenvolver uma tecnologia de armazenamento a longo prazo. Com isso,
serd possivel coletar pélen em anos de abundante floracdo, amostrando, assim, a
maioria dos genes da populacdo. Esse procedimento é de grande utilidade, também,
para a manutencdo do germoplasma na forma de banco de conservagéao.

Pretende-se neste trabalho, desenvolver técnicas de armazenamento de pélen
de Eucalyptus na forma de criopreservacédo para a manutencdo de sua viabilidade a
longo prazo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O armazenamento de pdélen em nitrogénio liquido tem sido aplicado com
sucesso para diversas areas florestais. Dentre essas, ha relatos de armazenamento
por 5 a 7 anos (LIVINGSTON & CHING 1967). Pdlen de Pseudotsuga menziesii foi
mantido viavel por trés anos (COPES, 1987) e de Juglans regia L. por um ano (LUZA
& POLITO 1988). Outros pesquisadores como PARFITT & ALMEHDI (1983)
armazenaram com sucesso 0 poélen de Vitis vinifera. O sucesso dessa tecnologia
esta fortemente ligado a uma série de fatores, principalmente o teor de umidade.
Aparentemente, existe um nivel ideal de umidade para cada espécie.

COPES (1987) armazenou o pdélen de Pseudotsuga menziesii com umidade
entre 4 a 7%, enquanto que para o polen de Juglans regia a umidade ideal era entre
3,2 e 7,0% (LUZA & POLITO, 1988). Existem, também, espécies cujos péblens
perdem a viabilidade com a secagem drastica, como Simmondria chinensis e Zea
mays. Nessa Ultima espécie, o estagio trinuclear do podlen dificulta o processo. A
umidade elevada é prejudicial para a criopreservacado pois concorre para a formacao
de gelo intracelular na ocasido do congelamento.

Em geral, o limite maximo de umidade do podlen, previamente ao seu
congelamento, para diversas espécies, esta entre 20 e 40%. Por outro lado, o limite
inferior estimado entre 1% e 5% deve ser utilizado com cuidado, pois pode haver
reducdo de viabilidade a esses niveis (KARTHA 1985).

Os crioprotetores constituem-se um meio para superar o problema de injurias
provocadas pelo congelamento. Existem varios produtos que podem ser utilizados
com essa finalidade, como etanol, glicois DMSO (dimetilsulféxido), acetado de
amonio, carboidratos, sorbitol, betaina, sarcosina, uréia, aglcares, alcoois-agucares,
varios aminodcidos, poliodis, 6xido de trimetilamina e finalmente o glicerol como o
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mais efetivo (KARTHA 1985). Esse Ultimo tem a vantagem de néo ser toxico mesmo
em alta concentracdo. Ele tem se mostrado eficiente para as células animais
(KARTHA 1985), mas ndo para as vegetais (LUIZA & POLITO 1988). Os
aminoécidos sdo considerados bons crioprotetores de células vegetais, devido a sua
rapida permeabilidade (KARTHA 1985).

Outro fafor muito discutido no armazenamento em nitrogénio liquido é a
velocidade do processo. Pesquisadores como LUZA & POLITO (1988) aconselham o
congelamento lento (1°C/min), enquanto que outros defendem uma taxa alta
(150°C/min) e até uma ampla faixa de velocidade, desde 0,5°C/min a 100°C/min
(Nath & Anderson e Lu et al., respectivamente, citados por LUZA & POLITO (1988).

3. MATERIAIS E METODOS

Foram feitos trés ensaios para detectar o efeito do congelamento sobre a
manuten¢do da viabilidade do polen de E. dunnii, E. urophylla e E. robusta. Foram
avaliados quatro lotes de polen, sendo A e B de E. dunnii, C de E. urophylla e D de
E. robusta. Os lotes A e B apresentavam umidades respectivas de: 5,61%, 4,52%. O
lote C foi seco por 48 horas em dessecador com silica-gel, o lote D apresentava
3,05%. O material em estudo foi coletado de arvores originarias da Australia (E.
dunnii de Acécia Creek, E. robusta de Newfoundland e E. urophylla de procedéncia
desconhecida). O podlen das duas primeiras espécies foi coletado de arvores
plantadas em Colombo-PR e a Ultima espécie de Itapetininga-SP.

A umidade foi reduzida em dessecadores com silica-gel, sob vacuo. Em
seguida congelou-se o pdlen a taxa de -19°C por minuto até atingir -196°C. O
polen foi retirado do nitrogénio liquido para a determinacdo de sua viabilidade pelo
teste "in vitro". A testemunha também teve a sua viabilidade avaliada pelo mesmo
teste. Esse método envolveu o meio de cultura com sacarose e agar nas
concentragdes respectivamente de 30% e 0,8%. Apds a incubagdo por 24 horas em
camara de germinacgéo (25°C e 99% de umidade relativa), foram avaliados 370 graos
de pdlen por tratamento repetido. Essa quantidade de grdos é recomendada por
GDDARD & MATTHEWS (1981).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Figura 1, ndo se notou o efeito negativo do congelamento
sobre a viabilidade do pélen das espécies estudadas. Os resultados mostraram dois
grupos distintos: o primeiro (E. dunnii - 5,6% de umidade e E. urophylla) ndo teve a
sua viabilidade reduzida ap6s o congelamento em nitrogénio liquido e o outro (E.
robusta e E. dunnii - 4,3% de umidade) que, surpreendentemente, teve a sua
viabilidade incrementada. Nao houve diferenca estatistica significativa (X = 0,08 n.s.
GL = 1) entre o pélen submetido ao nitrogénio liquido e a testemunha de E. dunnii
com umidade de 5,61%, O segundo com 425% de umidade mostrou maior
viabilidade do pélen tratado sobre a testemunha (x = 14,33** GL = 1), sugerindo que
0 polen com menor umidade, quando submetido ao nitrogénio liquido, apresenta a
sua germinacdo estimulada. Futuras investigagcbes deverdo esclarecer essas
observacdes. Esse fenbmeno ndo tem sido bem entendido, mas pesquisadores
como KARTHA (1985) também verificaram maior viabilidade do podlen congelado,
comparativamente ao recém-colhido. Segundo esse autor, durante esse processo de
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congelamento pode haver a liberacao de alguns nutrientes necessarios a germinagao
do pélen.

5. CONCLUSOES

O congelamento do pdlen, em nitrogénio liquido (-196°C), para diferentes
espécies de Eucalyptus foi bem sucedido, considerando a umidade igual ou inferior a
5,61%. Por conseguinte, o armazenamento em nitrogénio liquido pode ser
considerado promissor para manutencdo da viabilidade a longo prazo.
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FIGURA1. Viabilidade do polen para diferentes espécies de Eucalyptus
apos o congelamento em nitrogénio liquido.
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