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Resumo: A conservagdo de pdlen tem aplicagdes importantes no melhoramento
genético de cana-de-acucar. Entre as diversas aplicacdes, a realizagdo de cruzamentos
entre variedades assincronicas no florescimento possibilita a exploragdo de novas
combinacdes genéticas, isoladas pelas diferentes épocas de floracdo. Com o objetivo de
viabilizar a realizacdo de cruzamentos entre variedades assincronicas no florescimento
foi desenvolvida metodologia para coleta e conservacdo de pélen de cana-de-acticar. A
pesquisa foi conduzida em parceria entre Embrapa-Ridesa na Estacdo de Floracdo e
Cruzamento Serra do Ouro, em Murici (AL) e em laboratdrios, pertencentes a Embrapa
Tabuleiros Costeiros e ao Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-actcar,
localizado no Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Alagoas. Os
graos-de pdlen foram conservados com controle de temperatura (Freezer a -18°C) e com
reducdo de umidade (20% de teor de dgua). Quando analisada a viabilidade in vivo,
através de cruzamentos com pdlen armazenado por 30-60 dias, foram obtidas mais de
uma centena de plantas (139). Parte destas plantas foram submetidas a Teste de
Paternidade (19) e confirmaram a origem de pdlen conservado (6). Estes resultados
demonstram que € possivel armazenar e manter vidvel o pdlen de cana-de-agucar para
realizar cruzamentos entre variedades assincronicas no florescimento em

Alagoas/Brasil.
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Introducao

A conservagdo de graos de pélen € uma ferramenta importante nos programas de
melhoramento genético de plantas porque permite preservar a viabilidade dos gametas
masculinos por longos periodos, sob condic¢des artificiais. Entre as diversas aplicacdes
da conservacdo de pélen de cana, pode-se considerar a realizacdo de cruzamentos sem
sincronia floral, para explorar novas combinacgdes genéticas; a possibilidade de formar
bancos de pélen, sendo esta uma nova proposta para intercimbio e conservacdo de
germoplasma ex situ; além da aplicacdo em ferramentas biotecnoldgicas, como a
transformacgdo genética. Em cana-de-agticar, ainda ndo foi desenvolvido um protocolo
para conservacdo e armazenagem de pdlen que seja de ampla utilizagdo e capaz de
suprir a demanda de cruzamentos entre variedades com auséncia de sincronia no
florescimento (Alellyx Applied Genomics, 2008). Sao raros os estudos com pdlen de
cana-de-actcar. Estudos iniciais com preservacdao de pdlen de cana, publicados por
Sartoris (1942) e King (1945), ndo apresentaram resultados expressivos e, de acordo
com Krishnamurth (1977) também nao permitiram repetibilidade. Estudo mais recente
que demonstra a possibilidade de armazenar pdélen de cana, ficou restrito a periodos
curtos de até 14 dias (4°C e 90-100% UR) com baixa viabilidade do pdlen (3-
22%)(Moore & Nuss, 1987). Esta baixa eficiéncia na conservacdo do pdlen vem
inviabilizando a aplicacdo dessa técnica em programas de melhoramento genético.
Devido a isso, esta pesquisa teve como objetivo o desenvolvimento de metodologia de
coleta e conservacdo de pdlen de cana-de-agicar que viabilize cruzamentos entre

variedades assincronicas no florescimento.

Material e Métodos

Os graos de polen de cana-de-acticar foram coletados durante o periodo de
florac@o de abril a julho de 2009, na Esta¢do de Floracdo e Cruzamentos de cana-de-
acucar da Ridesa, localizada na Serra do Ouro (09°13’°S;35°50°W) com altitude de 450m
e distante do litoral 34km, em Murici (AL).

Para obtencdo do pdlen foram utilizadas as inflorescéncias de quatro variedades
assincronicas, NCO 310 (precoce); PO79-87 e Mex52-17 (intermediarias) e RB 95-64

(tardia). As inflorescéncias foram colhidas na medida em que atingiram o estddio de



antese. Foram coletadas 10 paniculas/variedade nas primeiras horas da manha (antes das
7 horas). Para a extrac@o dos graos de pdlen, as panicula foram agitadas e friccionadas
dentro dos sacos de papel e os mesmos, com presenca de algumas anteras, foram

imediatamente acondicionados em frascos plasticos com tampa rosca (80mL).

Para a desidratagdo em pré-armazenagem, foi utilizado silica gel azul, com
capacidade de adsorcdo de até 30% de seu peso em dgua. A desidratacdo ocorreu por
um periodo de 2 horas em geladeira (4°C), em momento anterior a estocagem no
freezer. Para avaliar a viabilidade dos grdos de pdlen foram utilizados andlises
citologicas, mediante coloracio com solucdo de Lugol. A viabilidade do pdlen foi

aferida aos 30 e 60 dias apOs a armazenagem.

Apo6s o teste de viabilidade foram realizados cruzamentos artificiais do tipo
biparental. Como genitores masculinos foram utilizados os pdélens armazenados por 30 e
60 dias em freezer e com desidratacio em silica e, como genitores femininos, as
variedades com florescimento tardio e que apresentavam flores com estigmas receptivos
(RB 011595, RB 966927, RB 01465 , H 73-852 e CP 69). Para cada genitor feminino,
um minimo de 4 paniculas, em colmos de 3m de comprimento, foram mantidos imersos
em Solugcdo Nutritiva de Mangelsdorf com reposicdo didria de nutrientes para a
realizacdo dos cruzamentos (Cesnick & Miocque, 2004). Para tanto, quatro paniculas
com estigmas receptivos/variedade foram polinizadas com amostras de poélen
armazenado, mediante uso de pincéis. Imediatamente a polinizacdo, as paniculas foram
cobertas com campanulas e mantidas dentro da mata, por 20 dias, para favorecer a
ocorréncia de fertilizacdo-fecundacdo. Para o desenvolvimento e maturagdo das
sementes foram esperados 15 dias da fertilizacdo. As sementes foram secas e mantidas
em camara fria até a semeadura. Uma amostra de 2g sementes/variedade foi semeada
em caixas com substrato. Cerca de 40 dias apds a semeadura foram avaliados o niimero
de plantas desenvolvidas a partir do cruzamento com pdlen armazenado. Uma amostra
de plantas foram submetidas a teste de paternidade, com marcadores moleculares do

tipo microssatélites.

Resultados e Discussao
Os poélens das quatro variedades de cana-de-agicar se mantiveram vidveis, de 20
a 70%, quando armazenados por periodos de 30 a 60 dias (Tabela 1). Cruzamentos com

polens armazenados por 30 e 60 dias, resultaram na obtencdo de mais de uma centena



de plantas (n=139). Parte das plantas obtidas foram submetidas a Teste de Paternidade
(n=19) e confirmaram a origem de pdlen conservado (n=6). Estes resultados
comprovam que € possivel armazenar e manter vidvel o polen de cana-de-agticar quando
a finalidade é realizar cruzamentos entre variedades assincronicas no florescimento em

Alagoas/Brasil.

Tabela 1. Obtencdo de plantas via cruzamentos, com pdlen desidratado e conservado
em freezer, durante 30 e 60 dias. Rio Largo — AL, 2011.

Genitores Pélen Plantas
teste origem
fémea macho Viabilidade'  Conservacio’ Germinadas paternidade confirmada
RBO11595 NCO 310 50% 60 dias 2 1 1
RB 966927 PO 79-87 70% 30 dias 62 4 2
RB 01465 Mex 52-17 65% 30 dias 30 3 1
H 73-852 Mex 52-17 65% 30 dias 39 11 2
CP 69 RB 95-64 20% 30 dias 4 0 0
Total - - - 137 19 6

"Viabilidade em Lugol no momento do cruzamento (com 30 ou 60 dias de conservacao)
*Tempo de armazenamento em freezer

Conclusao
A metodologia de conservacdo de pélen de cana-de-agicar permite manter a viabilidade

para a realizag¢do de cruzamentos entre variedades assincronicas no florescimento.
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