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Resumo

A conservacao do pdlen é importante para pesquisas basicas,
conservacao de germoplasma e realizacdo de cruzamentos entre
genitores assincronos. O método de conservacdo de pdlen tem
importancia em programas de melhoramento quando define o periodo

e a forma de armazenamento dos graos de pdélen, preservando a
capacidade de germinar, fertilizar e produzir sementes. Pensando nisso,
realizou-se uma pesquisa com o objetivo de conservar pdlen e realizar
cruzamentos entre variedades assincronas. Foram avaliados métodos de
armazenamento com controle de temperatura (geladeira (4°C), freezer
(-18°C) e ultrafreezer (- 80°C) e desidratacdo em pré-armazenagem
(silica gel azul). A maior viabilidade polinica ao final de 90 dias
(55,11%) foi obtida com o método que utiliza freezer e desidratacao.
Para validar este método de armazenamento foram realizados 23
cruzamentos, que geraram mais de 3 mil plantas. Esses resultados
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comprovam que é possivel armazenar pélen de cana para realizar
cruzamentos entre variedades assincronas e que, devido a praticidade
do método, este pode ser facilmente inserido a rotina dos programas de
melhoramento de cana-de-acucar.

Palavras-chave: Saccharum spp., viabilidade polinica, florescimento.
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Abstract

The pollen conservation is important for basic research, germplasm
conservation and crossings between asynchronous genitors. The
conservation method is considered important for breeding programs
because it defines the time and the manner of pollen grains storage,
while maintaining the pollen ability to germinate, fertilize and produce
seeds. The objective of this research was to store pollen and to make
crossings between asynchronous flowering varieties. The pollen
storage methods were evaluated with temperature control [refrigerator
(4°C), freezer (-18°C) and Ultrafreezer (-80°C)] and were dehydrated
in pre-storage (blue silica gel). The best result was of the highest pollen
viability after 90 days (565.11%) was obtained from the freezer with the
dehydration process. To validate the pollen stored method, an amount
of 20 crossings were performed, which generated more than 3,000
plants. The results demonstrated that crossings between asynchronous
sugarcane varieties with stored pollen are possible. Since this method
is convenient, it can be easily inserted into the routine of sugarcane
breeding programs

Index terms: Saccharum spp., Pollinical viability and Flowering.
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Introducao

Uma das principais condicOes para o éxito na realizacao de
cruzamentos em cana-de-aguUcar é a sincronia no florescimento, onde
estigmas receptivos, do genitor feminino, devem coincidir com a
antese do genitor masculino. Na Estacado de Floracdo e Cruzamentos
de Cana-de-aclcar de Serra do Ouro, Murici, AL, pertencente a Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergécio/
Universidade Federal de Alagoas (RIDESA/UFAL), as condicdes
edafoclimaticas sao favoraveis ao florescimento da cana-de-

aculcar que se concentra entre os meses de abril a julho. Contudo,
registros de mais de 10 anos do censo de floracado, revelam que as
variedades seguem uma ordem escalonada, nas devidas proporcdes:
inicialmente florescem as variedades de ciclo precoce (16%); depois as
intermediarias (43%) e por fim as tardias (34%), sendo que algumas
variedades sdo ainda relutantes ao florescimento (7%). Devido ao
isolamento no tempo, uma parcela dos cruzamentos entre variedades
que florescem em épocas distintas sao inviadveis de serem realizados
(RAMOS et al., 2009; ROCHA et al., 2008; SANTOS, 2005).

O desenvolvimento de protocolos para armazenamento, conservagao

e uso de pélen é uma alternativa para viabilizar cruzamentos entre
plantas com florescimento ndo coincidente, chamadas de assincronas.
Algumas tentativas de armazenamento do pdélen de cana-de-aclcar ja
foram realizadas (SARTORIS, 1942; KING, 1961; MOORE; NUSS 1987;
YONGHUI; HELONG, 1993). Os resultados obtidos até o presente

nao sdo promissores e tém desestimulado a pratica nos programas

de melhoramento (KRISHNAMURTHI, 1977; ALELLYX APPLIED
GENOMICS, 2008).

A dificuldade no armazenamento do pélen de cana-de-acucar se
justifica pela alta sensibilidade do mesmo a desidratacdo, exposicao
a luz e a variacdao da temperatura. Estudos tém mostrado que, sob
a condicdo de ambiente controlado (26,5°C e 67% de umidade
relativa do ar) o pélen tem uma meia-vida de somente 12 minutos,
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permanecendo viavel por, no méaximo, 35 minutos apés deiscéncia
(AUSTRALIA, 2008; MOORE, 1976; VENKATRAMAN, 1922).

As pesquisas com conservacao de podlen de diversas espécies
vegetais recomendam temperaturas com intervalo entre 4° e -196°C
e uma reducao do teor de dgua do pélen (SPRAGUE;JOHNSON,
1977). O teor de umidade na amostra de pdlen é considerado muito
importante porque o excesso determina na formacéao de cristais de
gelo que podem danificar os tecidos, assim como amostras de pdélen
extremamente secas, podem perder sua capacidade de germinacao
durante a armazenagem (YOGEESHA et al., 1999). A manipulacdo do
teor de dgua dos graos-de-pdlen pode ser obtida por meio de silica gel,
sais saturados, dessecacao a vacuo e por vapor de nitrogénio liquido
(CONNOR; TOWILL, 1993).

Para avaliar a viabilidade dos grdaos-de-pdlen durante o armazenamento,
pode-se utilizar métodos diretos, tais como a inducdo da germinacéao
in vitro (PIO et al., 2007) e in vivo (FERREIRA et al., 2007), ou por
método indireto baseado em analises citolégicas, com emprego de
coloracédo, que fornece resultados de forma répida e com baixo custo
(FRANCA et al., 2009). Dentre os corantes mais utilizados, destacam-
se o lodeto de Potassio que é amplamente utilizado para sexagem

nos programas de melhoramento de cana-de-acticar no Brasil. Com
praticidade e rapidez, as avaliacdes se resumem a contagem dos
pélens corados e nao corados, que correspondem a vidveis e inviaveis,
respectivamente. Como referéncia, plantas que tém mais de 20% dos
graos-de-pdlen viadveis sdo bons genitores masculinos para fins de
cruzamentos (Mc INTYRE; JACKSON, 2001).

Nos programas de melhoramento genético de plantas, a conservacao
de graos-de-pélen pode ser considerada uma ferramenta fundamental
para realizacao de cruzamentos sem sincronia reprodutiva permitindo
explorar aquela variabilidade genética que estava inacessivel, além de
facilitar intercambio e a conservacao de germoplasma ex situ. Devido
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a importancia, esta pesquisa teve como objetivo avaliar diferentes
métodos de armazenamento de grdos-de-pélen visando a conservacao
e 0 Uso em cruzamentos entre genitores assincronos.

Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
Cana-de-acucar localizado na Estacao de Floracdo e Cruzamentos Serra
do Ouro, na cidade de Murici-AL (09° 13" S, 35° 50" W) a uma altitude
de 510 m acima do nivel do mar e a 34 km de distancia do litoral.

A parceria entre a Embrapa Tabuleiros Costeiros e a Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), que compde a Rede Interuniversitaria para
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA), viabilizou o
desenvolvimento deste projeto de pesquisa.

O germoplasma utilizado incluiu 42 variedades de cana-de-aculcar
(Tabela 1) classificadas quanto a época de florescimento, de

acordo com o critério da RIDESA em Alagoas (precoce: marco-abril;
intermediario: maio-junho; tardio: julho-agosto) e identificadas quanto
a procedéncia (4 paises) e programa de melhoramento (9 programas)
para estudos de viabilidade polinica e cruzamentos assincronos.
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A pesquisa foi conduzida no ano 2009, quando foram testados

varios métodos de conservacao de pdlen e, no ano 2012 quando

foram realizados os cruzamentos assincronos. As etapas da pesquisa
foram sucessivas e compreenderam: a coleta do pdlen, avaliacdo de
viabilidade polinica pré e pds-conservacao, desidratagdo, conservacao e
armazenagem de pélen, cruzamentos com pdlen conservado e obtencéao
de plantas (Figura 1).

Figura 1. Sintese da metodologia de andlise e conservacéo do pdlen de Saccharum

sp. para cruzamentos e obtencdo de plantas: a) inflorescéncia de Saccharum sp.;
b,c,d) andlise da viabilidade polinica; e,f,g) desidratacdo e armazenagem de pdlen; h,i,j)

cruzamento com podlen conservado; k,l) producao de sementes; m,n) producdo de plantas.
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Coleta do pélen

Para a obtencdo de pélen, inflorescéncias de variedades de cana-
de-acucar foram colhidas no BAG durante a estacao de floracao

em Alagoas, de abril a junho. Para tanto, cerca de 30 paniculas/
variedade, que apresentavam anteras em processo de liberacédo do
pélen (antese), foram coletadas nas primeiras horas da manha (antes
das 8 horas). As paniculas foram embaladas individualmente em sacos
de papel e de plastico, e acondicionadas em caixas de isopor com gelo,
imediatamente ao corte, para preservacao e transporte até o laboratério
de anélise da viabilidade.

De cada panicula, foram coletados grdaos-de-pélen e algumas anteras,
os quais foram imediatamente acondicionados em frascos plasticos
com tampa rosca (80 mL). Para cada variedade foi extraida uma
amostras de aproximadamente 4 gramas de pdlen, contendo também
algumas anteras devido a forma de coleta. Essa amostra foi dividida em
duas, sendo uma para tratamento de desidratacdo em pré-armazenagem
(2 gramas). Essas duas subamostras foram também divididas em
quatro subamostras (0,5 gramas) para armazenamento e estocagem em
diferentes métodos de conservacao (geladeira, freezer e ultrafreezer).

Avaliacdes da viabilidade polinica

A viabilidade do pélen foi aferida em dois momentos: em pré e pos-
conservacao do pdlen. Ou seja, com tempo maximo de até 30 minutos
apés a colheita da panicula no campo e em pds-armazenagem, com 7
dias, 30 dias e 90 dias. Para as avaliacdes de viabilidade foi utilizada

a técnica de coloracéao citolégica com solucao de Lugol (1 g de

lodo, 2 g de iodeto de potassio em 100 mL de dgua destilada). Essa
avaliacdo com Lugol permite diferenciar grdos-de-pélen corados (com
coloracao azulada resultante da reacdo do Lugol com as reservas de
amido) daqueles descorados, considerados invidveis ou malformados
pela auséncia ou deficiéncia de reserva de amido e defeitos e/ou
rompimentos nas membranas. Para todos os periodos de armazenagem,
(7, 30 e 90 dias), foram confeccionadas laminas, com uma gota de
solucao de Lugol, com uma quantidade de pdlen correspondente aquela
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que adere a ponta de uma agulha histolégica quando mergulhada

na subamostra de pdlen. Para avaliacdo de viabilidade, cada lamina,
observada sob microscoépio estereoscédpico (aumento 40X), foi
dividida em quatro setores, correspondentes a quatro repeticdes,
seguindo metodologia descrita em AMARAL et al. (2012). Cada setor
foi fotografado com camara digital (oito Mega Pixels), para posterior
avaliacdo visual. A contagem dos graos-de-pdlen, corados e dos nao
corados permitiu o célculo da porcentagem de viabilidade polinica
utilizando a férmula:

Viabilidade do pélen (%) = Ndmero de graos de pdélen corados x 100
Numero de grados de pdlen total

Para andlise estatistica, foram utilizados dados de percentagens de
viabilidade, num delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes em esquema fatorial (métodos(3) x desidratacédo(2) x
variedades(6) x tempo(3)) com complementacédo da andlise da variancia
pelo Teste de Duncan (5% de Probabilidade) e mediante andlises pelo
programa computacional SAS 9.2 (SAS Institute, 2013).

Desidratacdo em pré-conservacao do pélen

No tratamento de desidratacdo em pré-armazenagem, para cada
variedade, uma amostra de 2000 mg de pdlen foi dividida em quatro
frascos plasticos, com tampa rosca e volume de 80 mL, contendo
aproximadamente 500 mg de pdlen por frasco. Esses quatro frascos
foram mantidos abertos e acondicionados em dissecador de vidro,
contendo 200.000 mg de silica gel azul. A desidratacdo transcorreu
por um periodo de 60 minutos em Geladeira (4°C), em momento
anterior a estocagem nos respectivos equipamentos de armazenagem
(geladeira, freezer ou ultrafreezer). Essa desidratacdo em silica gel azul
tem por finalidade a reducao do teor de dgua do pdélen (AHLGREN e
AHLGREN, 1978). Imediatamente a coleta, as amostras de pdlen de
cana-de-acUcar tém apresentado teores de dgua de 18% (pdlen) a 46%
(p6len mais anteras) dependendo da constituicdo da amostra. Apds

a desidratacdo com silica gel azul, uma reducdo minima de 30% no
conteldo de 4gua das amostras tem sido observada.

15
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Conservacao do pélen

Diferentes equipamentos foram utilizados para conservar pdlen, tais
como geladeira (4°C), freezer (-18°C) e ultrafreezer (-80°C). Para a
extracdo do pélen, paniculas com flores em antese recém-colhidas

do campo foram agitadas e friccionadas dentro de sacos de papel.
Para cada método de armazenagem as subamostras foram ainda
subdivididas em quatro frascos, sendo trés frascos com 100 mg, para
realizar as trés avaliacdes de viabilidade em diferentes periodos de
armazenamento (7 dias, 30 dias, 90 dias) e, um frasco de 200 mg,
para realizar os cruzamentos artificiais.

Cruzamentos com polen conservado

Os cruzamentos artificiais foram do tipo biparental e entre variedades
assincronas, que distam em mais de 15 dias na data de florescimento,
fazendo uso de pdélen conservado (Tabela 5). Para planejamento dos
cruzamentos, um total de 22 variedades foi direcionado como machos
e 20 como fémeas (Tabela 1). As variedades escolhidas como machos
foram preponderantemente de florescimento precoce-intermedidrio e as
fémeas de intermediéario-tardio. A classificacdo dos genitores quanto a
época de florescimento levou em consideracao a informacdo de censos
do florescimento do BAG/RIDESA-AL, realizados na dltima década
(2004-2013). As variedades foram consideradas de florescimento
precoce, intermediéario ou tardio, quando floresceram respectivamente
nos periodos de marcgo-abril, maio-junho e a partir de julho.

Para os cruzamentos foram utilizados como genitor masculino aquelas
amostras de pélen desidratado em silica e armazenadas em freezer por
periodos superiores a 15 dias. Como genitor feminino, foram coletadas
no campo quatro paniculas/variedade que apresentavam estigmas
receptivos, plumosos e arroxeados. As paniculas foram cortadas

com colmos de 3 m de comprimento e mantidas, imersas na base em
solucao nutritiva de Mangelsdorf, com reposicao diaria de nutrientes
para a realizacdo dos cruzamentos (CESNICK; MIOCQUE, 2004).
Imediatamente & coleta das fémeas, as paniculas foram castradas, ou
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emasculadas, mediante imersdo das inflorescéncias em agua quente
(562,5°C) por 4,5 minutos (ACHADO JUNIOR et al., 1996). Apés

o processo de emasculacao, as quatro paniculas/variedade foram
polinizadas com amostras de pélen armazenado, mediante uso de
pincéis. Imediatamente a polinizacdo, as paniculas foram levadas para
campanulas, alocadas em area de mata vizinha ao local de polinizacéo,
permanecendo nessas condicdes por dois dias para propiciar protecao

e condicdes favoraveis de temperatura e umidade, para a ocorréncia de
fecundacao. Depois da fecundacao, foram esperados mais 15 dias, para
ocorréncia de desenvolvimento e maturacdo das sementes.

Sementes e plantulas

As sementes produzidas foram colhidas e mantidas em sala climatizada
(21°C e 60% U.R.) até a semeadura. Uma amostra de 4 g sementes/
variedade foi semeada em caixas com substrato (duas partes de areia
para duas partes de terra). Cerca de 40 dias ap6és a semeadura foram
avaliados o nimero de plantas desenvolvidas a partir dos cruzamentos
com pdlen armazenado.

Resultados e Discussao

A viabilidade polinica média pés-conservacao (46,07 %) apresentou
valor superior a viabilidade minima (20,00%) que vem sendo adotada
para designar uma planta como genitor masculino pelos programas de
melhoramento de cana (Mc INTYRE; JACKSON, 2001) (Tabela 2). Esse
resultado é importante visto que, quanto maior a quantidade de pélen
vidvel na amostra pés-armazenamento, maiores as chances de éxito na
producao de sementes oriundas de cruzamentos com pdlen conservado.
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Tabela 2. Resumo da Analise da varidncia para a viabilidade do pdlen de cana-
de-acucar. Rio Largo, AL, 2009.

Viabilidade do pdlen (%)

Fontes de variacao

GL QM

Variedade (var.) 5 5287,99 **
Método (met.) 2 4650,12 **
Desidratacao (des.) 1 1626,83 **
Tempo (temp.) 2 5539,22 * %
var. x met. 9 1670,21 **
var. x des. 5 1138,06 *x
var. x temp. 10 519,25 * %
met. x des. 2 543,82 **
met. x temp. 4 919,74 **
des x temp. 2 318,64 * %
var. x met. x des. 7 407,85 **
var. X met. x temp. 16 345,67 * %
var. x des. x temp. 9 190,11 **
met. x des. x temp. 4 381,87 * %
QM 207 583,48 *x*
QME 144 81,66

R? 91,12

CV (%) 16,62

Média geral 46,07

** Significativos a 1% de probabilidade na andlise da variancia.
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Todas as fontes de variacdo estudadas (variedades, métodos,
desidratacdo e tempo de conservacao) afetaram significativamente a
viabilidade do pélen e, também houve diferencas significativas para as
interacOes estudadas. As fontes de variacdo consideradas na andlise

da variancia explicam mais de 91% (R2) da viabilidade do pdlen (Tabela
2). Os experimentos realizados com pélen de cana-de-acucar, apesar de
serem altamente suscetivel as condicdes ambientais, ainda mantiveram
uma boa precisdo (CV= 16,62%), em comparacdo com outros estudos
com pdlen (CV = 4,21-7,38%) onde as influéncias do ambiente foram
menores (MELLONI et al., 2013).

Com o presente estudo, ficou claro que é possivel manter a viabilidade
polinica de cana-de-aclcar por periodos de até 90 dias, fazendo uso

de diferentes métodos de armazenamento do pélen (geladeira, freezer

e ultrafreezer) utilizando ou ndo a desidratacdo com silica gel azul.
Entretanto, os melhores resultados de viabilidade polinica foram obtidos
com o armazenamento no freezer e quando utilizado a pré-desidratacao
com silica. Além disso, ficou evidente que com o passar do tempo de
armazenagem decresce a viabilidade polinica, independentemente do
método utilizado (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Viabilidade polinica e influéncia dos fatores variedades, métodos de
conservacao, desidratacdo e tempo de armazenagem. Rio Largo, AL, 2009.

PO 7987 61,19 A
NCO 310 50,82 B
MEX 5217 47,41 C
F1 50 47,02 C
CO 290 38,69 D
SP 813250 27,81 E
Médias métodos

freezer 53,62 A
geladeira 42,44 B
ultrafreezer 41,01 B
Médias desidratacdo

desidratado 47,93 A
natural 44,20 B
Médias tempo

7d 53,36 A
30d 45,65 B
90d 39,94 C

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Duncan
com 5% de Probabilidade.
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A viabilidade média do pélen caiu de 61,73% no momento da

coleta para 53% nos primeiros sete dias e para 39% nos 90 dias de
armazenamento. De 7 a 90 dias a reducao foi de 25%. Essa reducéao
de viabilidade polinica ndo deve ser considerada prejudicial quando

se parte de valores elevados e superiores a 60% na coleta do pélen,
caracteristica da estacdo de floracdo de cana (abril-junho) na Serra do
Ouro, AL. Sob o ponto de vista pratico, 90 dias de armazenamento

é mais do que suficiente para dar flexibilidade na realizacdo dos
cruzamentos dentro de uma Unica estacao de floracdo de cana-de-
aclcar.

Apesar da complexidade de interpretacao das andlises com interacdes
multiplas (Tabela 2), é possivel identificar consisténcia na superioridade
de algumas variedades no armazenamento do pdlen (Tabela 4).
Resultados de viabilidade polinica superiores a 50% foram obtidos com
as variedades PO 7987 e NCO 310 em geladeira; com as variedades
PO 7987 e MEX 5217 em freezer; e com as variedades PO 7987, MEX
5217 e F1 50 em ultrafreezer. Isto evidencia que algumas variedades
apresentam graos-de-pélen com maior resisténcia ao armazenamento

a frio, independente do tempo e do método de armazenamento (PO
7987) e que outras apresentam uma resposta especifica a intensidade
do frio. A variedade MEX 5217 apresentou maior viabilidade no
armazenamento em -18°C enquanto que F1 50 em temperaturas

ainda mais baixas de -80°C. Segundo alguns autores a melhor forma
de conservacédo foi detectada na forma desidratada, principalmente

em funcao da reducdo na formacao intracelular de cristais de gelo em
baixas temperaturas, comparativamente ao pélen com umidade natural
(BARNABAS; RAJKI, 1976; SPRAGUE; JHONSON, 1977).

Para a realizacdo de cruzamentos assincronos em cana-de-agucar foi
utilizado apenas o método de conservacdo de pélen em Freezer, com
pré-desidratacdo em silica, porque este apresentou a maior viabilidade
polinica pés-conservacao (Tabela 4). Durante os anos de 2009 e
2012 foram realizadas as fases de experimentacao e de validacédo da
pesquisa, respectivamente. Em 2009, foram realizados estudos com

23
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numeros reduzidos, sendo apenas sete gendtipos e trés cruzamentos;
enquanto em 2012, com nUimeros maiores, sendo 40 genétipos e 20
cruzamentos (Tabela 5). No total, foram realizados 23 cruzamentos
assincronos devido ao éxito na conservacao de pélen. Na pratica

e para a maioria dos cruzamentos planejados, foram necessarios
apenas 15 dias de armazenamento de pdélen. De forma geral, as taxas
de viabilidade polinica média se mantiveram superiores a 60%, em
pré e pés-armazenagem, sendo esta condicdo favoravel a realizacao
dos cruzamentos. Com os cruzamentos, um total de 3.544 plantas
foi gerado, sendo 133 plantas da primeira fase, em 2009, com trés
cruzamentos realizados, e 3.411 plantas da segunda fase, em 2012,
com um total de 20 cruzamentos realizados (Tabela 5).

Diante da praticidade e simplicidade do método proposto, recomenda-se
o armazenamento de pdélen em freezer com pré-desidratacdo em silica
gel azul como alternativa para realizacdo de cruzamentos assincronos
em cana-de-acucar.
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Conclusoes

A melhor forma de conservacao do pdélen de cana-de-aclcar é obtida
com armazenagem em freezer (-18°C) e pré-desidratacdo em silica.

A conservacao do pdlen permite realizar cruzamentos entre variedades
assincronas de cana-de-aculcar para a producao de sementes e de
plantas em programas de melhoramento genético.
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