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I. INTRODUCAO

Com o desenvolvimento do programa de melhoramento genético de Pinus spp em
nossas condicdes, a partir da selecdo de drvores superiores € a instalacdo de pomares de
sementes, vem surgindo a necessidade de avaliacdo do valor genotipico dessas dreas, para
continuidade do programa, através dos testes de progénie.

Para a geracdo de progénie, tanto pelo cruzamento intra-especifico como pelo
interespecifico, é de primordial importincia o desenvolvimento de técnicas de manejo de
pdlen e de polinizacdo controlada.

O presente trabalho aborda a experiéncia obtida nesse campo, através de revisdo
bibliografica e de ensaios conduzidos pelo setor de melhoramento e producdo de sementes,
com o género Pinus.

II.’ COLETA E SECAGEM DOS ESTROBILOS MASCULINOS E EXTRACAO DO
POLEN. (a, e, d)

Para se fazer uma coleta adequada dos estrébilos masculinos deve-se levar em conta
vérios fatores, tais como pessoas disponivel e qualificado, periodo do dia, variagdo na

* Académico do C.E.F. - ESALQ/USP
™ Professor Assistente do Depto. Silvicultura — C.E.F. — ESALQ-USP — Setor de Produgdo de Sementes



producdo dos estrébilos, porém, o mais importante seja, talvez, a determinacdo do ponto
ideal de maturacdo para a coleta dos estrébilos, o qual nos permitird obter pdlen vidvel e em
boa quantidade. Assim, tem sido determinado que estrébilos dito verdes ndo produzem, ou
produzem pouca quantidade de pdlen pois o grdo ainda ndo estd no estigio ideal. Os
estrobilos ditos maduros, quando coletados liberam a maior parte dos graos pois 0s
estrobilos ja estdo abertos, podendo causar grandes perdas de pdlen.

Um estdgio adequado que vem proporcionando bons resultados, é quando apds uma
dobra dos estrébilos, suas escamas se separam e nao liberam o pdélen: € o chamado estdgio
intermedidrio.

Outro parametro para a determinacio da maturacao € dada pela cor do estrébilo nos
estagios intermedidrio e maduro. Assim temos que para P. elliottii var. elliottii e P.
caribaea var. hondurensis o estigio intermedidrio € visualizado pela mudanca para uma
intensa cor purpura, ficando o estdgio maduro de cor amarelada, como ocorre para as
diversas outras espécies quando maduras.

Pode-se, ainda, retardar a maturacdo dos estrébilos no estdgio intermedidrio
colocando-os num ambiente a 5°C, coletados com os ramos e colocados em vasilhame com
agua por um periodo de até 10 dias, caso seja necessario.

Os estrobilos maduros (abertos) e previamente secos sao colocados em funis com
peneira fina de meio milimetro de malha, os quais sao mexidos constantemente até soltarem
o pdlen, que deve ser identificado quanto ao nimero da 4rvore, drea e data da coleta.
Também pode ser utilizado para a extracdo uma mesa vibratéria, através de um jogo de
peneiras acopladas a um vibrador mecanico.

Vale mencionar que apds a troca de lotes durante a extracao, tem que ser feita uma
limpeza nas peneiras, com dgua, detergente e/ou dlcool para se evitarem contaminagdes
desses lotes.

IIl. TESTE DE VIABILIDADE DO POLEN (a, c, d, e)

O teste de germinagdo visa a avaliacdo do maximo potencial de viabilidade que um
lote de pdlen pode alcangar nas melhores condi¢des ideais de temperatura, umidade e
substrato, num periodo necessario para essa germinagao.

Para os testes realizados, segundo a literatura, a umidade foi de 100%, a temperatura
de 25°C constante € o tempo necessario para a contagem foi de 72 horas. Em teste de
substrato realizado, foram consideradas 4 condicdes, isoladas e interligadas, envolvendo 12
tratamentos, com dgua, agdr, sacarose e ferro nas proporcdes a seguir, e foram obtidos os
resutlados:

dgua: 50 ml

sacarose: 10% - 5 g/50 ml 4gua

agar: 0,75% - 325 mg/50 ml dgua

ferro: EDTA (F2), -1,75 ml - (10 ppm de ferro)

- 0,875 ml — (5 ppm de ferro)



Tabela 1. Resultado de teste de germinacdo envolvendo diferentes substratos

Substrato Resultado
Tratamento p y

agua agar sacarose ferro G%
1 + - - - 42,5
2 + + + - 77,5
3 + + - - 71,0
4 + - + - 8,0
5 + - - 5 11,0
6 + - - 10 1,5
7 + - + 5 25,0
8 + - + 10 29,5
9 + + - 5 69,5
10 + + - 10 49,5
11 + + + 5 45,5
12 + + 10 47,5

Os tratamentos 1, 4, 5, 6, 7 e 8 foram preparados em vidros envolvidos com papel
aluminio e os demais, por possuirem agir, foram preparados sobre laminas de
microscopios, espalhando-se a solucdo de agar ainda quente com o uso de uma pipeta. Apds
a solugdo esfriar, o pdlen foi espalhado na melhor densidade possivel, para se evitarem
aglomerados na lamina. Para esse processo € utilizado um pincel, o qual assegura a
quantidade necessdria de polen quando este € colocado no lote, batendo-se levemente para
retirar o excesso, e depois espalha-se levemente sobre a lamina preparada onde o pdlen cai
facilmente.

Apos prontas as duas laminas por lote, sdo colocadas dentro de ger-boxes sobre
papel hidréfilo imido, e o conjunto dentro do germinador em condicdes controladas de
temperatura e umidade relativa.

O teste de germinacdo € realizado utilizando-se de duas laminas que representam as
repeti¢des para cada lote. Com o microscopio no menor aumento (10 x 1) escolhe-se dois
campos ao acaso em cada lamina, e em cada campo contam-se 50 grdos de pdlen.
Somando-se os graos germinados nos dois campos obtém-se a porcentagem de germinacao
de uma lamina e fazendo-se o mesmo com a segunda obtém-se nova porcentagem de
germinagdo. A porcentagem resultante é a média aritmética das duas porcentagens
encontradas.

Nos tratamentos preparados em vidro deve-se homogeneizar a solugdo, pois o pdlen
tende a ficar na superficie, e espalhar a solu¢dao sobre uma lamina de microscépio para a
contagem. O pélen é considerado germinado quando seu tubo polinico é maior ou igual a
seu maior diametro.

Na tabela 1, procedendo da maneira citada, conclui-se que o tratamento n° 2,
envolvendo 325 mg de agér, 50 ml de dgua e 5 g de sacarose foi o de melhor resultado e foi
escolhido para os futuros testes, por ser simples e pratico.

O numero de repeti¢cdes, ou a quantidade de pdlen que deve ser contada no teste de
germinagdo, € funcdo da qualidade do lote de pélen. Para lotes muito bons ou muito ruins,
um pequeno numero de repeticdes € suficiente; para lotes médios um nimero maior de
repeticoes € necessdrio. Existente; para loges médios um nimero maior de repeticdes €
necessario. Existe uma tendéncia para se usar um total de 400 graos de pélen no teste de



germinacdo, para se garantir uma boa avaliacao do lote. Estudos vém sendo realizados para
se determinar o nimero ideal de repeticdes para diferentes niveis de viabilidade do pélen.

E comum a ocorréncia de contaminacdes por microorganismos nos testes de
germinagdo, principalmente em lotes com alta umidade, ou acima de 20%. Em casos de
lotes muito contaminados deve-se usar fungicida no pdlen, por ocasido da instalacdo do
teste. A contaminacdo pode estar presente no lote de pdélen ou na instalagdo do teste de
germinacao

IV. SECAGEM E ARMAZENAMENTO DO POLEN (a, c, e)

E, sem divida, o tépico mais importante no manejo do pélen, pois em condicdes
naturais o poélen perde sua viabilidade rapidamente. Assim, através de um adequado
armazenamento consegue-se aumentar a longevidade do pdlen por tempo maior permitindo
a sua utilizac@o.

No armazenamento sdo importantes a temperatura ambiental e a umidade do lote,
que devem ser controladas adequadamente para que estas diminuam o metabolismo do
polen e a proliferacdo de microorganismos, € conseqiientemente sua deterioragdo. Assim
temos que temperaturas baixas (em torno de -12°C ou menos) tém-se mostrado favoréaveis a
conservacgao do pdlen.

A umidade do lote de pdlen € altamente importante na conservacdo do mesmo.
Quanto maior o periodo de armazenamento menor deve ser a umidade do lote. Para curtos
periodos de armazenamento (algumas semanas), baixando-se e conservando-se a umidade
do poélen para abaixo de 20% e conservando-se em refrigerador comum (3-5°C), obtém-se
bons resultados. Para periodos maiores (1 ano) a conservagio deve ser em “freezer” (-12°C
a -20°C) e a baixas umidades (menor que 15%). Para longos periodos de armazenamento
(vérios anos), o pélen deve estar a uma umidade muito baixa, em torno de 5%, e em
temperatura também muito baixa (-15 a -20°C).

E, portanto, muito importante o controle da umidade do pélen para sua conservacio
adequada. A determinag¢do da umidade do pdélen € portanto a principal ferramenta para a
decisdo das medidas que devem ser tomadas com o lote de pdlen.

A secagem do pdlen pode ser efetuada durante o periodo de extragdo, ainda no
estrobilo, a pleno sol ou em estufa. O pdlen, apds sua extracdo, pode ser secado em estufa
ou pelo processo do dessecador, como a base de silica-gel.

A importancia da umidade do lote de pdlen no armazenamento € mostrado a seguir
para pélen de Pinus kesiya coletado em julho de 1980 no teste de armazenamento iniciado
em agosto de 1980.

Tabela 2. Resultados de germinagdo (G) de um lote de pdlen de Pinus kesiya armazenado a
diferentes umidades (U) iniciais.

Setembro Novembro Janeiro-81
U% inicial G% U% G% G% U%
5,0 92 5,0 74 75 5,28
14,7 86 13,9 94 82 13,7
26,26 18 26,6 2 5 24,5

Com esses resultados verifica-se a necessidade da secagem prévia do pélen para o
armazenamento, pois, umidades altas (acima de 20%), sdo prejudiciais ao pdlen, visto que



com apenas 1 més de armazenamento a germinacao abaixou para 18%. A essa umidade, foi
sempre constante a presenga de fungo até o dltimo teste.

A determinacdo a porcentagem de umidade é obtida utilizando-se meio grama de
polen, um cadinho e uma estufa; apds o periodo de uma hora é pesado novamente obtendo-
se 0 peso seco do pdlen. A umidade perdida dividida por 0,50 e multiplicando-se por 100
nos dd a porcentagem de umidade. S@o necessdrias, a determinacdo de umidade, duas
repeticoes.

V. POLINIZACAO CONTROLADA E SUPLEMENTAR (a, b, d, e)

A polinizacdo controlada € uma ferramenta muito util ao melhorista pois possibilita
a obtencdo de progénies de pais conhecidos. Isso possibilita o estudo de progénies de
irmaos germanos e a obtencao de hibridos, auxilio valioso no melhoramento e na estimagao
de parametros genéticos.

Para se realizar a polinizacdo controlada é necessario o isolamento do estrébilo
feminino quando ele se encontra ainda na fase de primérdio. Este isolamento se faz com
saquinhos de tecido ndo tramado, celofane, etc., o qual deve ter uma parte transparente para
visualizag¢do do estrébilo e o acompanhamento de seu desenvolvimento até o momento da
aplicacdo do pdlen, através de uma seringa e agulha. Normalmente sdo necessarias de 2 a 3
aplicagdes para se garantir a polinizacio perfeita.

Os saquinhos s6 podem ser retirados apds as escamas de estrobilo feminino se
fecharem, caso contrario poderd ocorrer contaminac¢io com pdlen estranho.

A polinizagao suplementar € realizada quando por diversas razdes hé falta de pélen
em relacdo a quantidade de estrobilos femininos. Consiste na polinizacdo artificial através
de polvilhamento com pdlen diluido em material inerte, para aumentar o volume do
material polinizante.

Foram realizados testes utilizando-se talco neutro como material inerte e os
resultados obtidos seguem-se na tabela abaixo:

Tabela 3. Resultados de germinacdo de pdlen diluido em talco neutro em diversas
proporg¢des e apds diferentes periodos.

Tratamento Dilui¢ao Tempo G%
pélen: talco (horas)

a 1:0 - 89

b 1:1 2 81

c 1:1 1 71

d 1:1 Va 84

e 1:2 2 45

f 1:2 1 51

g 1:2 %) 61

h 1:5 2 31

i 1:5 1 38

j 1:5 Va 54

1 1:10 2 baixa germinacao, dificil contagem
m 1:10 1 35

n 1:10 %3 baixa germinacao, dificil contagem




Observa-se que a viabilidade do pdélen, com a utilizacdo da dilui¢do em talco, cai
conforme aumenta a propor¢do de talco, sendo vidvel a utilizacdo somente de altas relagdes
de pdlen-talco. A polinizacdo suplementar deve ser efetuada o mais rapidamente possivel
apos a diluigdo.

Outros materiais inertes podem ser utilizados na dilui¢do, tais como pélen morto do
mesmo género ou outro. Devem ser testados outros materiais inertes que ndo prejudiquem a
viabilidade do pélen.

VI. RESUMO E CONCLUSOES

1. Na coleta do pdélen o ponto mais importante € a determinagdo do ponto de
maturacdo ideal para a coleta do estrébilo. Nessa coleta deve ser considerada a variacdo
existente tanto entre espécies como entre individuos dentro das espécies.

2. Na extracdo do podlen, a partir dos estrébilos, o cuidado com a contaminacdo do
pdlen extraido € imprescindivel para a obten¢ao de lotes puros.

3. Para a avaliacdo da viabilidade do pdlen sdo importantes a assepsia na instalacdo
do teste de germinag@o e a amostragem representativa na contagem de pdlen viavel.

4. Para o armazenamento adequado do lote de pdlen os pontos mais importantes
seriam o controle da umidade do pdélen e a temperatura do ambiente de armazenamento,
que irdo definir sua conservacao a longo e a curto prazo.

5. Para a polinizacdo controlada a determinagdo dos estagios adequados do estrébilo
feminino para o seu isolamento e de sua receptividade para a polinizagdo sdo os pontos
criticos que devem ser considerados.

6. Na polinizacdo suplementar, a freqiiéncia de aplicacdes, em funcdo da variacdo
de florescimento entre arvores, aliada a diluicao do pdlen a ser aplicado, sdo os pontos mais
importantes.
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