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Introducao

No Brasil, a atividade com maior expressao no uso da terra é a pecudria, com 0 maior
rebanho bovino comercial do mundo, estimado em 180 milhdes de cabegas (PAULINO et al.,
2008). Este rebanho tem a pastagem como base alimentar (99% de sua dieta), (BURGI&

79




Revista RG News 2 (2) 2016 - Sociedade Brasileira de Recursos Genéticos

PAGOTO, 2002) movimentando um mercado anual de mais de 100 bilhdes de dolares,
representando 30% do PIB do agronegocio e aproximadamente 7% do PIB brasileiro (ABIEC,
2015). Segundo dados do Censo Agropecuario do IBGE (2007), aproximadamente 20% do
territdrio brasileiro e 70% de sua area agricultavel € composto por areas pastoris, somando mais
de 170 milhdes de hectares direcionados apenas para pastagens. Este numero € maior até mesmo
que os 99,9 milhdes de hectares ocupados com matas e florestas e os 76,7 milhdes de hectares
usados para lavoura.

Como caracteristica das dreas destinadas a pastagem, destaca-se a monocultura de
gramineas de origem africana, estabelecidas apos o desmatamento de floresta ou em substitui¢cao
a outros tipos de vegetacao nativa (MOREIRA, ARAUJO & FRANCA, 2006). As principais
espécies utilizadas sdo dos géneros Andropogon L., Brachiaria (Trin.) Griseb., e Panicum L.
(BATISTA & GODOY, 2000), sendo que cerca de 85% da area de pastagens é ocupada com o
género Brachiaria MACEDQO, 2006).

Como alternativa de cultivo com espécies nativas, a familia Poaceae (R.Br.) Barnh.
apresenta notavel importancia para o Brasil, pois engloba diversos géneros com um alto valor
forrageiro. Dentro desta familia temos o género Paspalum, considerado como o mais importante
dentro da nas Américas (ALISCIONI, 2002; BARRETO, 1974; CHASE, 1929; GOMES, 1995),
sendo diversas espécies nativas do Brasil com um alto valor forrageiro. Compreende cerca de
330 espécies distribuidas em regides tropicais, subtropicais e temperadas, basicamente no
continente americano (ZULOAGA& MORRONE, 2005). Ocorrem em todo o Brasil, no leste
da Bolivia, Paraguai, norte da Argentina e Uruguai (QUARIN, VALLS& URBANI, 1997).
Apesar de o Brasil estar entre os paises com maior diversidade genética de Paspalum disponivel,
sendo considerada sua ocorréncia extremamente relevante na flora nativa dos Pampas do Rio
Grande do Sul, o seu uso como forrageira em monocultivo € ainda raro. As poucas variedades
de Paspalum disponiveis no mercado mundial foram obtidas por meio da selecao de
germoplasma nativo (BURTON; GATES& GASH, 1997). Com o objetivo de conservar e
utilizar espécies do género, a Embrapa Pecudria Sudeste, em Sao Carlos - SP, abriga o Banco
Ativo de Germoplasma de Paspalum (BAG), que conta com mais de 300 acessos de 49 espécies
distintas, distribuidas em 17 grupos informais. Neste banco ha diversas espécies com grande
potencial como forrageira (BATISTA & GODOY, 2000; BATISTA; GODOY & REGITANO
NETO, 1999) ou como cobertura vegetal (CASTRO et al., 2015).

Assim, com a demanda que h4 por plantas forrageiras, o interesse e necessidade por
pesquisas sobre materiais potenciais e melhoramento genético tem se intensificado
significativamente no Brasil e em toda a América do Sul. No Brasil, ¢é relativamente recente a
pesquisa em melhoramento genético de forrageiras, especialmente quando se compara com o
melhoramento de forrageiras subtropicais como: alfafa, azevém e trevo. As pesquisas com
melhoramento de forrageiras tropicais sdo realizadas principalmente em instituigdes publicas,
com o objetivo de selecionar cultivares mais produtivas e melhor adaptadas as condi¢des dos
diversos ecossistemas sul americanos (SCHULTZE-KRAFT, 1980). Primeiramente, os
programas de melhoramento visavam a selecao de genotipos per se, € mais recentemente ainda,
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sdo realizados cruzamentos e obtengdo de novas cultivares de forrageiras hibridas no Brasil
como por exemplo, Panicum maximum Jacq. cv. BRS Tamani (BRS TAMANI, 2015).

No entanto ha varios desafios a serem enfrentados, que limitam as pesquisas sobremaneira;
como diferentes ploidias e falta de sincronismo fenolégico.

Entdo, nao raro, antes de iniciar programas de melhoramento genético de forrageiras, é
necessario acumular conhecimento basico dos aspectos biolodgico das espécies, para a obtengao
de individuos sexuais tetraploides e o cruzamento destes com acessos apomiticos, tendo assim
a possibilidade de unir caracteristicas de interesse como: alta produc¢ao, baixa estacionalidade,
e alta qualidade bromatolodgica; atividades estas que estao longe de serem triviais. Uma
ferramenta aplicavel a falta de sincronizacao de florescimento entre os potenciais genitores é a
criopreservagdo, na qual busca-se o armazenamento de grao de polen, visando conservar a
viabilidade dos gametas masculinos por diferentes periodos (FERREIRA er al., 2007). Neste
método, coloca-se o pélen em nitrogénio liquido (-196°C) ou em sua fase de vapor (-150°C). A
capacidade de sobrevivéncia dos tecidos vegetais a criopreservacao depende de sua tolerancia a
desidratacao e a temperatura (SANTOS, 2000). O sucesso da criopreservacao independe do
tempo de armazenamento, mas depende da umidade e da temperatura (DEAN, 1965;
GANESHAN, 1986; LINSKENS, 1964). Contudo, ha poucos relatos na bibliografia de estudos
de conservacao em longo prazo utilizando criopreservagdo de graos de polen de gramineas.
Encontrou-se trabalhos apenas com milho (KERHOAS, GAY& DUMAS, 1987, BARNABAS
et al., 1988; ALVIM, 2008, DAVIDE et al., 2009) e Paspalum (DINATO, 2016), contudo
acredita-se no grande potencial de adaptacdo de metodologias utilizadas com sucesso nestes
géneros que podem ser também utilizadas para outros géneros de gramineas.

Para que o estudo da criopreservagdo de poélen seja eficiente, é necessario conhecer a
fenologia reprodutiva das espécies de interesse. Esses estudos avaliam a relacdo entre a
frequéncia, duracao e regularidade das fenofases das plantas, relacionando-as com os fatores
abioticos, (temperatura, umidade, precipitagcdo e fotoperiodo bidticos, endogenos e filogenéticos
(WILLIAMS-LINERA & MEAVE, 2002). A floragdo é a primeira fenofase reprodutiva
expressa pela planta, por isso, presume-se que a indugao do periodo reprodutivo ocorra primeiro
nesse ponto. (IMAIZUMI & KAY, 2006). Segundo Almeida (1995) ha trés padrdes fenologicos
em gramineas do cerrado: as precoces de ciclo curto (ciclo reprodutivo muito curto, de
novembro a janeiro); as precoces de ciclo longo (reproducao entre novembro e agosto) e tardias
(com periodo reprodutivo do meio ao final da estagdo chuvosa). Paspalum atratum Swallencv.
Pojuca tem comportamento fenoloégico reprodutivo tardio, na regiao central do Brasil, com o
florescimento ocorrendo entre os meses de fevereiro e mar¢o, com a colheita das sementes nos
meses de margo e abril (KARIA & ANDRADE, 2001). Pizarro & Carvalho (1992), avaliaram
42 genotipos de Paspalum spp., € encontraram uma grande irregularidade quanto a época de
florescimento desses genotipos. Eles observaram que 60% dos genotipos apresentaram
comportamento precoce (florescimento menor que 30 dias), 32% comportamento intermedidrio
(florescimento entre 30 e 60 dias) e 8% apresentaram comportamento tardio (florescimento apds
60 dias).
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Assim como em Paspalum, em Megathyrsus (Pilg.)B.K.Simon & S.W.L. Jacobs spp. (syn.
Panicum spp.) e Urochloa P.Beav. spp. (syn. Brachiaria spp.) também ocorre florescimento em
distintas épocas. No BAG Panicum, localizado na Embrapa Gado de Corte, a cole¢dao tem 47%

dos genodtipos com comportamento de florescimento tardio e 43% que floresce o ano todo
(JANK ez al., 2008).

Estudos de Conservacao de Graos de Polen

O desenvolvimento de tecnologias de conservagao de graos de polen, ndo s6 de gramineas,
mas de varias espécies de outras familias, pode ser de grande importancia no aumento da
eficiéncia dos programas de melhoramento e na promog¢ao do intercimbio e conservagao de
germoplasma (EINHARDT, CORREA & RASEIRA, 2006; HANNA, 1994), com o objetivo
de manutengao da diversidade genética (CONNOR & TOWILL, 1993). Além disso, uma das
possibilidades da utilizacdo dos grdos de polen conservados ¢ no auxilio dos agentes
polinizadores, pouco eficientes ou inexistentes, e também para sincronia artificial entre a
dispersao de polen e a receptividade floral, que pode ser de dias ou de meses, uma vez que o
polen pode ser utilizado a qualquer momento (TIGHE, 2004).

Dafni (1992) afirma que avaliar a viabilidade dos graos de poélen, é o primeiro passo para
verificar as chances de germinacdao no estigma da flor, fator fundamental a fertilizacao
(DAMASCENQO Jr. et al., 2008).

Para o sucesso do armazenamento do polen, fatores como umidade e temperatura de
armazenamento devem ser controlados, ja que a0 metabolismo do pdlen e a contaminag¢ao por
microrganismos estao diretamente relacionados a esses fatores. A temperatura é o principal fator
externo a ser considerado, pois ela influencia negativamente na longevidade do pélen. Logo, a
limpeza e a aplicacdo de baixas temperaturas e baixos teores de umidade normalmente
encontram-se ligados a redugdo do metabolismo do polen, o que permite maior longevidade do
mesmo (SOUSA, 1996).

Além da temperatura ideal, o sucesso da conservagao do pdlen, depende de outros fatores,
como umidade relativa do ambiente de armazenamento e do grau de umidade do pdlen e
independe da duragao do periodo de armazenamento (DEAN, 1965; LINSKENS, 1964), porém
ndo hd um acordo sobre qual € o nivel de umidade mais favoravel para o armazenamento do
polen até mesmo dentro da mesma cultura (GEORGIEVA & KURELEVA, 1994). Para
armazenar o grao de podlen, € necessario desidrata-lo para que o mesmo possa ser melhor
conservado, ndo ocorrendo o estouro dos graos de podlen pela cristalizagdo da 4gua no interior
dos tecidos. Caso haja formagao desses cristais, ocorre 0 rompimento da membrana celular,
destruindo o pélen (ALMEIDA et al., 2011). Esse teor de umidade considerado 6timo reduz o
metabolismo do pdlen a praticamente zero, permitindo, teoricamente, a manuten¢ao de sua
viabilidade por um periodo indefinido (SOUSA, 1996), porém quando timido, o grao de polen
pode formar cristais de gelo durante o armazenamento, inviabilizando-os por danificar seus
tecidos. Contudo, a dessecagcdo demasiada do polen pode reduzir sua capacidade germinativa
por perder agua de constituicao (FRANCA, 2008).
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Barnabas et al. (1988) afirmam que a capacidade de fertilizacao de graos de polen de milho
apOs armazenamento em nitrogénio liquido foi mais elevada nas amostras com teor de agua de
13%, enquanto Kerhoas et al. (1987) asseguram que, se o poélen de milho conter menos de 15%
de 4gua, a sua viabilidade cai drasticamente.

Portanto, geralmente é aceita hipdtese de que a redu¢ao da umidade do grao de pdlen
permite o sucesso no armazenamento em longo prazo, porém a qualidade do polen parecer estar
relacionada com a capacidade de tolerar o processo de desidratagao (GUILLUY et al., 1990). O
baixo teor de umidade do polen de 8 a 10% quando armazenado, propicia boa longevidade, pelo
fato de evitar a formagao de cristais de gelo no processo de congelamento, independentemente
do método de armazenamento (SPRAGUE & JOHNSON, 1977). Ja Yates et al. (1991) afirmam
que para obter sucesso na conservagao ¢ necessario que o teor de agua esteja entre 7% a 20%
para o armazenamento em temperaturas entre — 5°C a — 196°C.

O teor de agua no grdo de podlen pode ser ajustado de acordo com solugdes salinas
saturadas conhecidas e dentre estas destacam-se: cloreto de magnésio hexa hidratado
(MgCl12.6H20); cloreto de s6dio (NaCl); cloreto de litio hidratado (LiCl.H20); (CONNOR&
TOWILL, 1993; HONG et al., 1999), silica gel, desseca¢ao a vacuo ou vapor de nitrogénio
liquido (ALMEIDA et al., 2011).

Trabalhos ja foram descritos, utilizando armazenamento de graos de podlen obtendo
resultados de sucesso e outros ndo. Alvim (2008) obteve 72% de germinag¢do de milho
conservados a baixas temperaturas, de 4°C — 196 °C, com umidade de 29%. Davide et al. (2009)
analisaram a conservagdo de poélen de milho na temperatura de —10 °C e os resultados
mostraram a baixa viabilidade na germinag¢do do tubo polinico. Nesse sentido, os resultados
mostraram que a temperatura de estocagem de 4 °C, com pélen desidratado com silica gel azul
proporcionam maior viabilidade de polen, podendo este método ser empregado em programas
de melhoramento para permitir cruzamentos entre genotipos com assincronia de florescimento.

Ja em Paspalum notatum Fliggé, Dinato (2016) observou que a criopreservagao se
apresentou adequada para a manutengdo da viabilidade de graos de pdlen quando desidratados
com cloreto de litio por 30 minutos (70,06%) ou silica gel azul por 120 minutos (66%). Em ambos
os tratamentos, a viabilidade de pdélen foi igual a da testemunha (pélen fresco) (68,52%).

A conservagao de polen também tem sido estudada em muitas outras familias. Polens de
cactos do género Hylocereu (Berger) Britton & Rose, armazenados a 4, -18, -70 e -196°C por um
periodo de trés e nove meses teve sua viabilidade reduzida quando mantido a uma temperatura
de 4°C, enquanto que o polen congelado manteve seu indice de germinagdo semelhante ao do
polen fresco (METZ, NERD, & MIZRAHI, 2000). Casali, Padua & Braz (1984) afirmam que a
reducao da temperatura no armazenamento prolonga a viabilidade do grao de pélen de Capsicum
L., enquanto que Gomez et al. (2000), analisando pélen de amendoeiras durante oito semanas
de armazenamento a temperaturas de 4 e 22°C, verificaram que a capacidade de germinag¢do
diminuiu drasticamente na temperatura de 22°C apods a segunda semana, mas manteve 50% de
viabilidade quando conservado a 4°C. Luza & Polito (1985), trabalhando com graos de polen
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de plantas de noz europeia, concluiram que o aumento da temperatura e da umidade relativa no
ambiente de armazenamento diminuiram drasticamente a viabilidade polinica.

Esses trabalhos demonstram que a criopreservagao (armazenamento em nitrogénio liquido
- NL a -196 ° C) ¢ um método eficiente para conservacao de poélen, ja que este pode ficar
armazenado por periodo de tempo indeterminado. Os outros métodos de conservagdo somente
adiam a deterioragao por um periodo de tempo determinado e especifico, de acordo com o
material e a espécie em questdao. Entretanto, cada espécie se comporta diferentemente frente aos
referidos processos, por isso ¢ primordial que mais pesquisas e metodologias referentes a esta
técnica sejam desenvolvidas (SOUSA, SCHEMBERG & AGUIAR, 2010).

Para o melhorista de plantas, a criopreservagdo de polen é um aspecto importante, pois ele
ndo necessita esperar pelo crescimento e florescimento da planta para obter o parental
masculino, uma vez que a criopreservagao de polen permite: o cruzamento entre plantas que
florescem em épocas diferentes; o cruzamento entre plantas que crescem em locais diferentes e
distantes; menor transmissdao de doengas que podem ter como vetores os proprios polinizadores
e conservacdao do germoplasma por longos periodos de tempo (BAJAJ, 1995). Além disso, ha
varios beneficios principalmente para espécies que tenham longo periodo vegetativo, ou que
florescam poucas vezes ao ano, ou ainda para algumas plantas que sdo propagadas
vegetativamente. Melhoristas de plantas podem ter armazenado pélen em NL como forma de
aperfeicoamento dos programas de melhoramento genético. A conservag¢ao de poélen deve, por
essas razoes, ser integrada aos BAGs. Para que o material genético do genitor feminino nao seja
perdido, a conservacdo de pdlen deve ser uma alternativa adicional para a conservacao de
germoplasma e nao um substituto para o armazenamento de sementes ou clones (TOWILL,
2000).

A criopreservagdo de podlen é um método simples e eficaz de armazenamento de polen em
longo prazo, pois o mesmo pode ser mantido em NL por muitos anos sem perda de suas
capacidades essenciais para polinizar, fertilizar e frutificar quando utilizado em melhoramento
de plantas, polinizagdo controlada, ou para a conservagdo dos recursos genéticos vegetais
(AKIHAMA, OMURA & KOSAKI (1979); TOWILL (1985)).
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