Introducéo

A desidratacdo do pélen em cana-de-acucar
favorece a conservacao e a realizacéo de
cruzamentos entre genitores assincronos no
florescimento, sendo de aplicacao pratica no
programa de melhoramento.

O pdlen da cana-de-aclcar é sensivel a desidratacao
pela auséncia de lipidios para impermeabilizar

a exina, camada de células mais externas que
ficam em contato com o ambiente (LIU et al.,
1980). Com meia-vida de somente 12 minutos,

os grdos-de-pdlen sobrevivem no maximo 35
minutos em condicdes de ambiente com 26,5°C
de temperatura e 67% de umidade relativa do ar
(VENKATRAMANN,1922; MOORE, 1976, citados
por Australia (2008)). Estudos com diversas
espécies vegetais, classificam os graos-de-pdlen
como tolerantes ou sensiveis a desidratacao, em
que o podlen binucleado é mais tolerante e o pdlen
trinucleado é sensivel (HUGHES; LEE, 1991). A
cana-de-acUcar possui graos de pélen trinucleados,
muito pequenos (LIU et al., 1980) e que dessecam
rapidamente apds a deiscéncia.

Dentre as técnicas que ja foram aplicadas para
reduzir teores de umidade de grdos de pdélen podem
ser relacionados: a liofilizagcdo (MCGUIRE, 1952;
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AKIHAMA et al., 1978) o uso de substancias
higroscépicas como a silica gel (WANG, 2004,
AHLGREN; AHLGREN, 1978) e solucdo de cloreto
de sédio (FERREIRA et al., 2012), frequentemente
acondicionadas em recipientes que proporcionam
condicado de vacuo, como os dessecadores. A
silica gel tem sido recomendada como o mais
eficiente meio de desidratacdo de pdlen de cana
devido ao seu baixo custo, facil manipulacao e
ambiente estavel de desidratacdao (HAIPENG et
al., 1993).

Trabalhos recentes comprovaram eficiéncia

na conservacado do pélen em cana-de-aclcar
com indicacdo de uso da silica como agente
desidratante (AMARAL et al., 2012; AMARAL
et al., 2013b). Contudo, estes trabalhos nao
estabeleceram a metodologia, ndo apresentaram
estimativas do teor de dgua constitucional e
nem estimaram o grau de dessecacao tolerado
pelos grdaos de pélen. No geral, é raro encontrar
a descricao detalhada de metodologias de
desidratacao e de determinacdo do teor de 4gua
constitucional para graos-de-pdlen. Isso tem
dificultado a repetibilidade e a utilizacdo nos
programas de melhoramento genético de plantas
(FRANCA et al., 2010).
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Considerando que a desidratacdo é um dos
principais gargalos para o éxito no armazenamento
de pdélen de cana-de-aclcar em baixas
temperaturas, o presente estudo teve por objetivo
a proposicao de uma metodologia de desidratacao
pratica e de aplicacdo direta no melhoramento
genético da cana-de-acucar.

Metodologia

Para a desidratacdo do pdlen de cana-de-aglcar é
importante considerar as condi¢cdes da coleta das
inflorescencias no campo, a forma de extracéo
do pélen das flores, o tipo de amostra e de
acondicionamento do pdélen e as caracteristicas
do agente de desidratacdo utilizado. Todos

esses fatores sdo recomendados em etapas na
metodologia de desidratacdao do pdlen de cana-
de-acucar visando a preservacao da viabilidade
polinica e futuras aplicacdes em programas de
melhoramento de Saccharum spp.

Para realizar esta pesquisa a Embrapa Tabuleiros
Costeiros e a Rede Interuniversitaria para
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético,
coordenada pela Universidade Federal de Alagoas
(Ridesa-UFAL) trabalharam em parceria. Os estudos
foram desenvolvidos durante o ano de 2012,

no Banco Ativo de Germoplasma de Cana-de-
acucar (BAG Cana), pertencente a Ridesa-UFAL.

O BAG fica localizado na Estacdo de Floracao 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.

Coleta de inflorescéncias

Deve-se coletar as inflorescéncias de cana-de-
acucar (paniculas) nas primeiras horas da manha
(antes das 8 horas) e na presenca de sol, evitando
coletar em dias de chuva porque o excesso de
umidade dificulta o processo de desidratacao

dos graos de pélen. A umidade relativa do ar

no momento da coleta das inflorescencias pode
influenciar as afericdoes de umidade do pdlen
(HAIPENG et al., 1993).

Para a coleta das inflorescencias recomenda-se o
corte da haste floral com tesoura, mantendo 100 cm
de comprimento (Figura 1).

E importante que as anteras estejam em processo
de liberacdo do pélen (antese) em pelo menos 1/3
da panicula (Figura 2a, 2b e 2c). As paniculas
coletadas podem ser embaladas em sacos de papel
(duas paniculas/saco) para envio ao laboratério
(tempo méaximo de 30 minutos). Nao recomenda-

se 0 uso de sacos plastico porque podem reter
agua. As paniculas podem aguardar a extracao de
p6len em baldes com agua (tempo maximo de 30
minutos), conforme ilustrado na Figura 1.

Extracdo do pélen

Para a extracao do poélen, recomenda-se que as
paniculas sejam trabalhadas manualmente com o
auxilio de pincéis (cerdas macias) sobre superficie
lisa (mesa de férmica branca) conforme ilustrado
nas Figuras 2d, 2e, 2f, 2g e 2h.
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Figura 1. Visualizacdo da Inflorescéncias de cana-de-acticar no campo (a) no momento da coleta (b) e em
baldes com &gua aguardando para a extracdo do pélen (c).

Fotos: Saulo Coelho Nunes
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Fotos: Adriane Leite do Amaral (a; b; c; d) e Saulo Coelho Nunes (e; f; g)

Figura 2. Paniculas apresentando antese em diferentes posicdes: (a) apice, (b) centro (c) base. Detalhe das
anteras (d) e da extracéo para formacdo das amostras com polen (e,f,g,h).



Tipo e tamanho de amostra de pélen

Como existe dificuldade inerente a extracao do
pélen de dentro das anteras, dois tipos de amostras
podem ser formadas e utilizadas na desidratacao:
graos-de-pdlen e graos-de-pdélen mais anteras
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(Figura 3). Em geral, duas paniculas fornecem
amostras com pesos médios superiores a 0,1 g e
0,2 g para grdo-de-pdlen e graos-de-pdélen mais
anteras, respectivamente.

Figura 3. Volume de material extraido de duas paniculas cana-de-acucar, com formacdo de amostras com
pélen mais anteras (a, b) e de grdo-de-pdlen (c), ambas utilizadas na determinacdo da umidade.

Desidratacao com silica

A silica gel azul € um composto sintético de Silicato
de Sédio (SiO,) com 99,5% de silica e 0,5% de
Cloreto de Cobalto, sendo este ultimo o indicador de
cor azul. A silica muda da cor azul para a cor rosa
quando adsorve umidade. A praticidade de uso da
silica tem se difundido para secagem e desidratacao
de tecidos vegetais. Contudo, fornecedores de silica
gel indicam uma capacidade de adsorcdo maxima
de umidade equivalente a 30% do peso de silica

gel utilizado em dessecadores de vidro (CARDOSO,
2015). Este tipo de informacéo é de pouca utilidade
em pesquisa porque nao pode ser extrapolado para
a secagem de partes vegetais, devido as variacdes
na resisténcia a perda de agua, inerente as células e
tecidos.

Para a desidratacdo de pélen de cana-de-aclcar
recomenda-se o uso de silica gel azul (formulacao
em granulos com didmetro 1 a 4 mm) dentro de
dessecadores de vidro (300 mm de didmetro), com
uma quantidade de 200.000 mg de silica gel azul,
para quatro frascos tipo coletor (80 mL) contendo
amostras de pélen de aproximadamente 500 mg.

Recomenda-se fechar os dessecadores com
parafilme, para evitar a troca de ar com o ambiente
externo e impedir interferéncias da umidade

relativa do ar. Durante o tempo de desidratacao
recomendado (1 hora) as amostras em dessecadores
devem ser mantidas na geladeira (4 °C) conforme
mostra a Figura 4.

Fotos: Adriane Leite do Amaral
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Fotos: Adriane Leite do Amaral
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Figura 4. Desidratacdo de amostras de pélen de cana-de-actucar em dessecadores de vidro com silica gel azul
em geladeira (4°C ) (a). Em detalhe, amostras sobre silica gel azul (b, c).

Acondicionamento do pélen

Imediatamente apés a desidratacao, os frascos
tipo coletor contendo pélen desidratado devem ser
fechados, lacrados com parafilme e considerados
aptos a conservacdao em baixas temperaturas.

Se a opcao de conservacao seguir a metodologia
sugerida por Amaral et al. (2012; 2013a), os
frascos devem ir imediatamente ao freezer, onde
poderdo ser armazenado por até 30 dias.

Calculos usados na desidratacdo do pélen

Como os graos de pdélen de cana-de-aclcar séo
sensiveis a desidratacdo, é importante conhecer o
teor de agua constitucional do pélen, bem como
quantificar o grau de dessecacéo provocado pela
silica, que seja favoravel ao armazenamento. Da
mesma forma, estes calculos podem ser Uteis

para outras pesquisas que visem extrapolar a
metodologia de desidratacao para outras espécies e
géneros do Complexo Saccharum spp.

Teor de dgua do pdlen

O teor de dgua das amostras de pélen pode

ser determinado através de uma adaptacéo a
metodologia de anéalise de umidade de sementes da
Regra de Andlise de Sementes (BRASIL, 1992).

O presente trabalho recomenda estimar o teor de
agua para dois tipos de amostras de podlen (graos-
de-pdlen e grdaos-de-pélen mais anteras). Para

as pesagens das amostras de pélen sugere-se a

confeccdo de taras de papel aluminio (5,0 cm x 5,0
cm). Na tara de papel aluminio, deve ser colocada
uma porcao de pdlen ou de pdlen mais anteras,
equivalentes a extracao de duas paniculas (Figura 5).



.
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Figura 5. Amostras preparadas e embaladas (a) e equipamentos (b) utilizados para a determinacao do teor de

agua do pélen de cana-de-acuUcar.

Para afericdo do peso Umido e imediatamente a
extracao do pdlen, as amostras devem ser pesadas
em balanca de precisdo com cinco casas decimais
(0,00001 g). Na seqgliéncia e para a determinacao
do peso seco, as amsotras devem ser colocadas
em estufa a 105°C +- 2°C, por 24 horas. Apés
secagem e imediatamente ap6s a abertura da

estufa, as amostras devem ser pesadas novamente.

De posse dos trés valores de pesagem, peso Umido,
peso seco e peso da tara de papel aluminio pode-se
aplicar a equacéao para célculo do teor de agua (%)
do pélen:

U (%) = ((Pu-Ps)x100)/ (Pu-Pt)
U= teor de agua da amostra de polen (%)
Pu= peso umido (g)

Ps = peso seco (g)

Pt= peso da tara (g)

Grau de desidratacdao com silica

O presente trabalho recomenda desidratacao
através de exposicao a silica gel azul sob
refrigeracédo (18°C) e por um periodo maximo de 60
minutos, tendo em vista a sensibilidade do pdlen a
dessecacao.

Dois tipos de amostras, grao-de-pélen e graos-
de-pdlen mais anteras podem ser expostas a
silica. Como os gendétipos apresentaram variacdes
no gradiente de maturacdo e no tamanho das
paniculas, a quantidade de pdlen fornecida para
as pesagens e respectivas determinacdes variam
bastante. Entretanto, recomenda-se obter amotras
com pesos de aproximadamente 500 mg e de
200 mg, para as anteras com pélen e sé pdlen,
respectivamente.

De posse dos valores de pesagem, peso Umido
(imediatamente a extracdo do pdlen) e peso seco
(ap6s tempo de exposicdo a silica) aplicou-se a
equacdo para calculo do grau de desidratacdo (%)
com silica:

D (%) = ((Pu - Ps) x 100)/Pu

Onde:

D = grau de desidratacdo da amostra de pdlen (%)
Pu= peso Umido (g)

Ps = peso seco (g)

Consideracées finais

A metodologia de desidratacdo com silica gel

azul tem poder de extracao relativo de 50% da
umidade do pdlen de cana-de-acticar. Com o

uso desta metodologia, amostras de pdlen e de
pélen mais anteras estdo sendo desidratadas até
alcancarem teores de umidade de 8% e 22%,
respectivamente. Os teores de umidade alcancados
com a desidratacdo sdo considerados favoraveis a
conservacao e portanto de aplicagcado potencial em
programas de melhoramento.
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