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No Quadro III observamos que a sobrevivéncia € superior a 80%,
o Volume Sélido Com Casca € superior a 94 m*ha ¢ o IMA ¢ superior
a 19 m*ha/ano em todas as procedéncias, exceto em Timor, mostran-
do claramente que suas procedéncias ndo estdo adaptadas para a re-
2id0, 0 que esta em concordincia com Ferreira (1990), citado por SAN-
TOS et alii (1990), MOURA (1981), BERTOLOTI & BRASIL (1980)
¢ SCANAVACA JUNIOR et alii (1990).

CONCLUSOES

Com base nos resultados concluiu-se que:

a) As procedéncias de Timor ndo estio adaptadas para re-
gido;

b) As procedéncias de Flores estdo bem adaptadas € devem
constituir o material basico para os programas de melhoramento da
empresa;

¢) As procedéncias da Outras Ilhas podem ser incluidas com
as procedéncias de Flores. Considerando-se, além da produtividade a
forma do fuste.
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DESENVOLVIMENTO DO TUBO POLINICO
DE Eucalyptus dunnii MAIDEN, EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Valderés Aparecida de Sousa
José Elidney Pinto Junior
EMBRAPA/CNPFlorestas - Colombo-PR

RESUMO

Os principais parametros utilizados para a avaliagdo “in vitro”
de lotes de polen armazenados sio a germinagdio e o crescimento do
tubo polinico. As pesquisas nesta area tém-se concentrado na obten
¢do de um meio de cultura ideal que se aproxime das condigdes “in
natura” da germinagdo do polen. Apesar de diversos meios serem con-
siderados como ideais para a avaliagdo da viabilidade e vigor do pé-
len, as possibilidades de variagdes na sua composigio ainda ndo fo-
ram adequadamente exploradas. O objetivo deste trabalho foi testar
trés meios de cultura para o desenvolvimento do tubo polinico e ger-
minagdo do pélen de Eucalyptus dunnii, procedente de Colombo-PR
(ex-Acacia Creek-NSW/Australia). Para a avaliagdo da germinag#o ¢
crescimento do tubo polinico, foram empregados os meios: convencio-
nal para Eucalyptus, Brewbaker & Kwack mais agar (ambos ja bem
difundidos), ¢ de Brewbaker & Kwack modificado, com a contagem
de 360 graos de polen por repetigdo e medigdo do tubo polinico de
10% do total de grdos de polen avaliados. Os resultados obtidos paraa
germinagdo do polen especificamente para este material mostraram
maior valor para o meio convencional (sem nutrientes), enquanto 0
crescimento do tubo polinico foi aproximadamente cinco vezes maior
no meio Brewbaker & Kwack modificado comparativamente aos de-
mais meios testados. Aparentemente, houve interagdo entre a concen-
tragio de sacarose ¢ os nutrientes contidos nos meios de cultura, indi-
cando a necessidade de rever a composigdo dos meios ditos “ideais”
para a finalidade proposta. Idealmente, este meio devera congregar
maximos valores de germinagdo do polen e de crescimento do tubo
polinico.

Palavras-chaves: polen; germinagdo “in vitro™ e crescimento tubo
polinico; meios de cultura; Eucalyptus dunnii.

ABSTRACT

The main aspects considered in the “in vitro™ evaluation of pollen
storage conditions are pollen germination and tube growth. Research
in this area aims to obtain an ideal culture media that closely simulates
pollen tube growth in nature. Several media have been proposed in the
literature. However, modifications in the composition of these media
have not been adequately exploited yet. We tested three culture media
on pollen of Eucalyptus dunnii introduced from Acacia Creek, NSW,
Australia and planted in Colombo, PR, Brazil. We examined
germination and growth of pollen tubes “in vitro™ using the following
media: conventional medium for Eucalyptus, BREWBAKER and
KWACK medium plus agar and BREWBAKER and KWACK medium
with modifications in nutrient composition. In each experiment, 360
pollen grains were scored for germination. Pollen tube growth was
measured in 10% of the total number of germinated grains. The
conventional medium (without nutrients) proved to be superior for
pollen germination in this material. However, pollen tube growth w.
five times higher in the modified medium of BREWBAKER and
KWACK as ompared to the other media. Results suggest an interaction
between sucrose concentration and the nutrients present in the cultu
media. The composition of the so called “ideal™ culture media should
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adjusted for each material, because an ideal evaluation of viability
uld combine highest values of both germination and pollen tube
Key words: pollen; “in vitro™ germination and pollen tube
wih; culture media; Eucalyptus dunnii.

{TRODUCAO
O armazenamento de polen de Eucalyptus spp. tem mostrado

onfo genético, especialmente para produgdo de hibridos
grespecificos e avaliagio da constituigio genética dos Pomares de
mentes, além de sua importincia para a conservagio genética. O
itrole da qualidade do pélen armazenado e utilizado nos programas
melhoramento deve ser feito periodicamente, através de testes
ifidveis de viabilidade. Embora exista a possibilidade de aplicagdo
festes com corantes especiticos, o teste de germinagdo “in vitro™
ida ¢ 0 mais utilizado para o género

Eucalyptus. Os primeiros estudos sobre germinagdo “in vitro”,
ndo BODEN (1958), foram realizados por Pryor, em 1954, para
robusta € E. cinerea. Em seguida, varios autores testaram a germi-
W0 “in vitro” do polen de Eucalyptus, tais como BODEN (1958);
\BRIELLI et al. (1965), BORGES et al. (1973); GRIFFIN et al.
982), Brune (1978) citado por VAN WYK (1981); CAUVIN (1984);
JUSA (1988); MENCK et al. (1990). Esses autores empregaram,
mo meio de cultura, sacarose com concentragio entre 20 ¢ 40% ¢
nagente solidificante (4gar ou gelatina) com concentragio variando
a 2,0%. Todavia, Brune (1978) citado por VAN WYK (1981) ¢
USA (1988) para Eucalyptus spp.; ¢ DHAR (1983) ¢ EENIK (1983)

utras espécies vegetais verificaram que uma melhor germinagio
len pode ser obtida quando nutrientes sfo adicionados ao meio
cultura, no caso destes estarem ausentes ou em pequenas quantida-
§“in natura™. Isto porque boro, calcio e magnésio, dentre outros
frientes, fazem parte da composigdo do tecido estilar ou do fluido
figmatico, no qual o polen germina naturalmente (STANLEY &
NSKENS, 1974).
* Para diversas espécies de Eucalyptus, o exsudato estigmatico
ntém quantidades variaveis de carboidratos, lipideos e proteinas.
boidratos, na forma de agucares livres como a sacarose, t€ém sido
fectados também em exsudatos estigmaticos de outros géneros. Existe
e evidéncia que o exsudato do estigma e estileee propiciam um
tio de cultura para a germinagdo e crescimento do tubo polinico
0TTS & MARSDEN-SMEDLEY, 1989). Séo os carboidratos, por-
fifo, essenciais na composi¢do do meio de cultura para a germinagio
) Vitro™. -
O crescimento do tubo polinico €, por sua vez, um parametro
portante na avaliagdo do vigor do polen. De acordo com os resulta-
s encontrados por LUZA & POLITO (1985), a perda da viabilidade
polen esta associada ao decréscimo de seu vigor, indicado pelo
enor crescimento do tubo polinico “in vitro”. A importincia desse
metro para a avaliagdo da qualidade do polen de espécies agrico-
lambém ¢ considerada nos trabalhos de ZIELINSKI & OLEZ (1963)
TI & SHIVANNA (1985), dentre outros.
~ Devido a existéncia de diferengas intra ¢ interespecificas quan-
4 germinagdo do polen, com origem genética e/ou fisiologica, faz-se
essario desenvolver meios de cultura especificos que se aproxi-
m das condigdes “in natura”.
~ Face a baixa germinagdo do polen de E. dunnii encontrada em
fes preliminares realizados pelo CNPF-EMBRAPA, ¢ em fungio
resultados positivos obtidos para varias espécies de Eucalyptus
m relagdo ao teor de sacarose e agar, ¢ de nutrientes para outras
jécies vegetais, decidiu-se testar previamente os meios de cultura
wencional, € os meios com suplementagio de nutrientes neste tra-
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jlmente maior potencial de emprego aos programas de melhora-

MATERIAL E METODOS

O polen foi coletado de um Banco Clonal de E. dunnii, localiza-
do no municipio de Colombo-PR, pertencente ao Centro Nacional de
Pesquisa de Florestas-EMBRAPA, cuja procedéncia ¢ Otacilio Costa-
SC ¢ a origem & Acacia Creek-NSW/Austrilia.

Os ramos contendo botdes florais em avangado estagio de
maturagio foram mantidos em casa de vegetagdo até a antese. Nessa
ocasidio, as estruturas estaminais foram separadas e armazenadas em
“freezer”.

Um mésapds seu armazenamento em “freezer”, com tempera-
tura de 18°C negativos, o polen foi submetido ao teste de germinagio
“in vitro” ¢ avaliagio do crescimento do tubo polinico. Os tratamentos
empregados foram aqueles indicados na tabela seguinte.

TABELA 1. Meios de cultura e respectivas concentragdes dos compo-
nentes.

TRATAMENTOS
COMPONENTE
MEIO 1 MEIOTO MEIO I

(%) (%) (%)
Sacarose PA 30 10 30
Agar 0,80 0,80 0,80
Acido Bérico 2 0,01 0,01
Nitrato de Calcio 4H,0 5 0,03 0,03
Sulfato de Magnésio 7H,0 - 0,02 0,02

Nitrato de Potassio - 0,01 0,01

1= Meio Convencional referido por BODEN (1958) e GRIFFIN (1982).
11 = Meio de Brewbaker & Kwack mais agar referido por AKORODA
(1984). :

I = Meio de Brewbaker & Kwack modificado para sacarose € agar.

Os meios II e III tiveram o pH ajustado para 7,3, usando-se
acido cloridrico (1N) e hidroxido de potassio (I1N).

Todo meio de cultura foi avaliado considerando quatro repeti-
¢des ¢ a contagem de 360 grios de polen totais (germinados e n3o
germinados) por repetigdo, da forma preconizada por STANLEY &
LINSKENS (1974). A contagem dos gridos de polen foi feita apos 24
horas de incubagdo em

germinador (temperatura de 25°C ¢ 99% de umidade relativa
do ar).

Considerou-se grido germinado quando o crescimento do tubo
polinico ultrapassou seu maior didmetro, de acordo com metodologia
de Cook & Stanley (1960), sugerida por SPRAGUE (1977). A medi-
¢do dos tubos polinicos, correspondente a 10% do total de grios por
repetigdo, foi feita em Camara Clara.

O teste Qui-quadrado foi utilizado para a anélise dos dados de
germinagfio do pélen, devido a sua natureza binomial. Para os dados
de crescimento do tubo polinico, empregou-se analise de varidncia,
com transformagdo logaritmica (In). Comparagdes entre médias foram
feitas pelo Teste Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de germinagdo do pdlen, em porcentagem, nos
diferentes meios de cultura testados, sdo expressos pela Figura 1. Os
resultados da analise pelo Qui-quadrado mostraram valores altamente

significativos para meios de cultura (X? = 74,03™). O meio I (Conven-
cional), ao contrario do esperado, apresentou germinagdo significati-
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Figura 1 - Porcentagem de germinagio de polem de E. dunnii, nos
difereentes meios de cultura.

vamente superior em relagdo aos meios II (X? = 65,49™) e III (X? =
33,817) que continham nutrientes. Provavelmente, tal comportamen-
to possa ser explicado pela presenga dos nutrientes necessarios a ger-
minagdo “in vitro”, no proprio grio de polen. A adigdo de nutrientes
ao meio de cultura, no caso em que o polen ja contenha naturalmente
niveis adequados desses nutrientes, pode provocar, por outro lado, a
inibigdo da germinagdo, da forma relatada por

DIAVANSHIR & FECHNER (1975) para boro, e por FILITI &
MARCUCCI (1982) para calcio. No caso dos meios de cultura que
receberam nutrientes, a germinagio do meio III foi 22,22% superior
ao do meio II (X? = 5457). Essa superioridade deveu-se 4 maior con-
centragdo de sacarose no meio III ¢ provavelmente devido a interagdo
existente entre essa e os nutrientes contidos naquele meio. Na litera-
tura, uma concentragiio ao redor de 30% para sacarose ¢ indicada como
ideal para a germinagdo do polen de Eucalyptus spp. (GABRIELLI et
al., 1965; VAN WYK, 1981; GRIFFIN et al., 1982; SOUSA, 1988;
POTTS & MARSDEN-SMEDLEY, 1989; MENCK et al., 1990). A
existéncia da interagdo sacarose X nutrientes, especialmente boro e
calcio, atuando na germinagdo do pdlen de diversas espécies € reco-
nhecida, mas ndo elucidada (KWACK, 1965; DHAR, 1983; LUZA &
POLITO, 1985; FILITI & MARCUCCI, 1982; POTTS & MARSDEN-
SMEDLEY, 1989).

Embora o boro possa também estimular o crescimento do tubo
polinico (FILITI & MARCUCCI, 1982), sua presenga tem sido fre-
quentemente relacionada ao estimulo da germinagdo do poélen (DHAR,
1983; POTTS & MARSDEN-SMEDLEY, 1989). Este estimulo deve-
se a atuagdo do boro na biossintese de carboidratos (BHOJWANI &
BATHNAGAR, 1974; STANLEY & LINSKENS, 1974).

A germinagdo do polen observada neste trabalho, mesmo nos
meios com nutrientes, encontra-se aquém dos valores esperados. A
resposta diferencial para espécies de Eucalyptus em relagiio a germi-
nagdo e crescimento do tubo polinico em um determinado meio tem
sido verificada em diversos trabalhos (BODEN, 1958; GABRIELLI et
al., 1965;

BORGES et al., 1973; SOUSA, 1988; POTTS & MARSDEN-
SMEDLEY, 1989). Essas variagdes interespecificas refletem princi-
palmente as diferengas que ocorrem na fisiologia do polen (POTTS &
MARSDEN-SMEDLEY, 1989). SOUSA (s.d.) observou também di-
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Figura 2 - Comprimento do tubo polinico de E. dunnii, nos diferen
meios de cultura.

ferengas entre espécies de Eucalyptus quanto a germinagdo do polen,
em meio de cultura contendo agar e sacarose. Os valores de germing
¢do do polen encontrados por essa Gltima autora permitiram reunir E.
tereticornis, E. camaldulensis e E. citriodora em um grupo que mos:
trou valores variando de 70 a 100%; e E. grandis, E. urophylla ¢ E.
dunnii em outro grupo mostrando valores maximos ao redor de 30%
Os resultados de comprimento do tubo polinico sdo mostrades
na Figura 2. A analise de variancia dos dados transformados mostrol
diferengas significativas para os meios de cultura empregados, ao ni-
vel de =0,01. O meio III propiciou o maior crescimento do tubo polinico,
aproximadamente 430% superior aos meios I e II. Apesar do meio [l
também conter nutrientes na mesma quantidade do meio III, a difere
¢a ocorrida pode ter sido devido ao teor de sacarose, maior no meio IIl
interagindo com os nutrientes, principalmente boro e calcio.
POTTS & MARSDEN-SMEDLEY (1989) tém reportado uma
concentragdo de 20% como aquela em que ocorreu 0 maior crescimer-
to do tubo polinico dentre as quatro espécies de Eucalyptus estudadas,
O maior crescimento, vigor € menor ocorréncia de rompimento
do tubo polinico (permeabilidade da membrana), segundo BHOJWANI
& BATHNAGAR (1974) tém sido associados a
presenga de célcio, na germinagio do polen. Isto se deve ao falo
do calcio estar relacionado a sintese de substancias pécticas, conforme
relatam STANLEY & LINSKENS, 1974. O efeito do célcio sobre 0
crescimento do tubo polinico e germinagdo do polen depende, todavia,
da presenga de uma pressdo osmotica adequada, oxigénio e boro. Essa
pressdo pode ser conseguida por intermédio de um doador metil, tal
como inetionina e/ou outros cations inorganicos como Mg*™, K*, Na'e
H* (BREWBAKER & KWACK, 1963; BHOJWANI & BATHNAGAR,
1974). Segundo STANLEY & LINSKENS (1974), com excegéo do
acido giberélico, nenhuma outra substincia como o célcio promove 0
crescimento tdo eficazmente do tubo polinico. Ainda, de acordo com
BHOJWANI & BATHNAGAR (1974), a auséncia de calcio no meio
germinativo aumenta a permeabilidade da membrana do pélen, com &
consequente perda de metabolitos internos.
Interagdes significativas entre sacarose e calcio no crescimento
do tubo polinico e germinagdo do polen foram detectadas nos estud
de Brewbaker ¢ Kwack (1963), citados por LUZA & POLITO (1985).
STANLEY & LINSKENS (1974) estdo de acordo com a hipotese
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boro participar direta ou indiretamente nos passos enzimaticos da
biossintese de carboidratos. Exemplos de interagdo sacarose e boro
atuando no comprimento do tubo polinico ¢ na germinagdo do polen
podem ser vistos nos trabalhos de POTTS & MARSDEN-SMEDLEY
(1969) ¢ DHAR (1983), para espécies de Eucalyptus e Atroppa
belladonna, respectivamente. Por outro lado, a interagdo entre a
sacarose, boro e calcio neste trabalho pode estar ocorrendo, da forma
relatada por KWACK (1965), que estudou

40 distintas espécies vegetais. Na presenga de sacarose, pode
estar havendo ainda interagdes entre os nutrientes, como no caso de
cilcio € boro relatado por DHAR (1983), influenciando o crescimento
do tubo polinico.

CONCLUS_ES

- O meio de cultura contendo apenas sacarose e agar (Conven-
cional) proporcionou maior valor para germinagdo do polen de E. dunnii,
do que os demais meios.

dgar, a germinagdo do polen foi 22% superior aquela observada no
meio de Brewbaker & Kwack mais agar.

- O meio de “Brewbaker & Kwack modificado para sacarose e
dgar™ propiciou o maior crescimento do tubo polinico, aproximada-
mente 430% superior aos demais meios testados.

- A germinag@o “in vitro” e especialmente o ¢rescimento do
tubo polinico de E. dunnii mostraram comportamento diferenciado em
relagio aos meios de cultura testados, em decorréncia das possiveis
interagdes dos seus componentes.

- Os resultados mostraram baixos valores de germinagéo do po-
len de E. dunnii comparativamente as outras espécies do género. Os
fatores fisiologicos, dentre outros, podem ser responsabilizados pelas
diferengas ocorridas na germinagdo ¢ crescimento do tubo polinico,
justificando concentrar maiores esforgos aos estudos sobre fisiologia
do polen desse género.

- Nenhum dos meios testados congregou valores maximos de
germinagdo e crescimento do tubo polinico, indicando a necessidade
de pesquisas para a definigdo da proporgdo ideal dos componentes do
meio de cultura.
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