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Conservacao de grao de pdlen de
Urochloa brizantha cv. BRS Ybaté

Andrea Raposo’
Rosangela Maria Sime&o?
Sanzio Barrios®

Cacilda Borges do Vale*

Resumo — As pastagens tropicais plantadas correspondem a aproximada-
mente 154 milhdes de hectares no Brasil e cerca de 80% destas séo de gra-
mineas do género Urochloa (sin. Brachiaria). Capim originario da Africa, che-
gou ao Brasil no século passado e, por volta dos anos 60, na regido Centro
Oeste. A partir dos anos 80, com a intensificagdo dos programas de melhora-
mento genético da Embrapa, foram sendo langadas cultivares cada vez mais
produtivas. A maioria dos seus acessos € poliploide e sua reprodugao ocorre
preferencialmente por apomixia. Nos programas de melhoramento das espé-
cies apomiticas, os cruzamentos sao realizados, normalmente, no nivel te-
traploide, usando-se um genitor sexual como receptor de pdlen e um genitor
apomitico como doador. Para que tal cruzamento ocorra, € necessario que
se tenha sincronizagao do florescimento entre os genitores. A viabilidade do
grao de polen é primordial para essas espécies, nao apenas para a fecunda-
¢ao dos nucleos polares, resultando na formagédo do endosperma e assim ga-
rantindo a viabilidade da semente, mas também no que diz respeito a sua dis-
persao, aptidao e a sobrevivéncia da proxima geracéo. Estudos que avaliem
esta viabilidade apds a conservagao sao fundamentais para os programas de
melhoramento, ja que poderao evitar a dependéncia da sincronizagéo natural
da floragdo em hibridagdes controladas. O objetivo do presente trabalho foi
determinar as condi¢gées adequadas que proporcionem maior tempo de via-
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bilidade e conservagéo dos graos de polen da cultivar BRS Ybaté (Urochloa
brizantha). Graos de pdélen recém coletados foram desidratados em solug¢des
saturadas (75%) de cloreto de litio (LiCl) e silica gel (SiO,), durante 30 e 60
minutos a temperatura de 25°C. Em seguida, foram colocados em capsulas
de gelatina, estocados em tubos de polipropileno e armazenados em gela-
deira (4°C) (GE), freezer (-20°C) (FR) ou ultrafreezer (-80°C) (UF) por 30, 60,
90 ou 180 dias. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado. Foram capturadas imagens em fotomicroscépio 6ptico de pelo
menos 20 campos de visdo para cada tratamento e foram contadas cerca
de 300 células ao acaso. O controle correspondeu aos graos de pdélen que
nao foram submetidos a desidratagcdo nem ao armazenamento. A avaliagéao
da viabilidade de pdlen foi realizada utilizando-se a coloragdo com carmim
propidnico 1%. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, para cada tratamento, dentro de cada periodo de armazena-
mento. As anadlises estatisticas e a representacdo grafica das correlagbes
de Pearson entre todos os tratamentos e a analise multivariada de compo-
nentes principais (PCA) foram realizadas usando o software PAleontological
STatistics versado 3. No presente estudo observou-se que gréos de pdlen re-
cém coletados, nao desidratados e n&o conservados apresentaram 79% de
viabilidade polinica. O tempo de armazenamento afetou a viabilidade dos
graos de pdlen e a utilizagdo de solugdo saturada de cloreto de litio, por 30
minutos para dessecagao proporcionou maior viabilidade polinica em todos
os tempos de armazenamento. A maior viabilidade foi encontrada quando os
graos de pdélen foram armazenados em geladeira (4°C) por 30 dias (77%).
Apods 60 e 90 dias, a utilizagao de cloreto de litio, por 30 minutos, seguido
pelo armazenamento no freezer (-20°C), possibilitou viabilidade polinica de
67% nos dois tempos de armazenamento. Apds 180 dias, com esse mes-
mo tratamento para desidratagdo, observou-se 68% de viabilidade polinica
no armazenamento em ultrafreezer (-80°C). O presente trabalho é pioneiro
em lograr éxito em conservar polen de Urochloa e verificar a viabilidade dos
graos de pdélen conservados deste género.

Termos para indexagao: viabilidade, conservacao, grao de polen, Urochloa
brizantha, colorimetria.
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Abstract — Planted tropical pastures correspond to approximately 154 million
hectares in Brazil and about 80% of these are grasses of the genus Urochloa
(sin. Brachiaria). This grass is originally from Africa, but arrived in Brazil in the
last century and, around the 60s it was introduced to the Midwest region. From
the 80s on, with the intensification of Embrapa’s genetic improvement pro-
grams, increasingly productive cultivars were released. Most of its accessions
are polyploid and its reproduction occurs preferentially by apomixis. In breeding
programs for apomictic species, crosses are usually performed at the tetraploid
level using a sexual parent as pollen recipient and an apomictic parent as do-
nor. For such a crossing to occur it is necessary to have the synchronization
of flowering between the parents. The viability of the pollen grain is paramount
for these species, not only for the fertilization of the polar nuclei resulting in
the formation of the endosperm and thus ensuring the viability of the seed, but
also with regard to its dispersal, fitness and the survival of the next generation.
Studies evaluating this viability after conservation are fundamental for breeding
programs, since they may avoid the dependence of the natural synchronization
of flowering on controlled hybridizations. The objective of the present work was
to determine the appropriate conditions that provide longer viability and conser-
vation of pollen grains of the cultivar BRS Ybaté (Urochloa brizantha). Newly
collected pollen grains were dehydrated in saturated salts (75%) of lithium chlo-
ride (LiCl) and silica gel (SiO,) for 30 and 60 minutes at a temperature of 25°C.
Then, they were placed in gelatin capsules, stored in polypropylene tubes and
stored in a refrigerator (4°C) (GE), freezer (-20°C) (FR) or ultrafreezer (-80°C)
(UF) for 30,60, 90 or 180 days. The experiment was carried out in a comple-
tely randomized design. Optical photomicroscope images of at least 20 fields
of view were captured for each treatment and about 300 cells were counted
at random. The control corresponded to pollen grains that were not subjec-
ted to dehydration or storage. The evaluation of pollen viability was performed
using 1% propionic carmine staining. The means were compared by Tukey’s
test at 5% probability for each treatment within each storage period. Statistical
analyses and the graphical representation of Pearson’s correlations between
all treatments and multivariate principal component analysis (PCA) were perfor-
med using the software PAleontological STatistics version 3. In the present stu-
dy, it was observed that freshly collected, non-dehydrated and non-conserved
pollen grains presented 79% pollen viability. The storage time affected the via-
bility of the pollen grains and the use of saturated lithium chloride solution for 30
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minutes for desiccation provided greater pollen viability at all storage times. The
highest viability was found when pollen grains were stored in a refrigerator (4°C)
for 30 days (77%). After 60 and 90 days, the use of lithium chloride for 30 mi-
nutes, followed by storage in the freezer (-20°C) allowed pollen viability of 67%
in both storage times. After 180 days, with this same treatment for dehydration,
68% of pollen viability was observed in ultrafreezer storage (-80°C). The pre-
sent work is a pioneer in achieving success in conserving pollen of Urochloa
and verifying the viability of the conserved pollen grains of this genus.

Index terms: viability, conservation, pollen grain, Urochloa brizantha,
colorimetry.

Introducao

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, com cerca de
196,7 milhdes de cabecgas, e € um dos maiores produtores de carne bovina.
Em 2021, a producao brasileira representou 13,66% de toda produgéo do
planeta, e correspondeu a 9,2% das exportacdes do agronegécio nacional
(ABIEC, 2022). De acordo com Gomes et al. (2017), estes dados refletem
um elevado processo de desenvolvimento ocasionado pela adogao de novas
tecnologias que elevou a produtividade e a qualidade do produto brasileiro.

A pecuaria bovina € uma atividade importante na economia brasileira, pro-
movendo a geragdo de empregos e movimentado a cadeia produtiva, sendo
que a carne bovina é um dos principais produtos de exportagédo do pais. As
pastagens brasileiras tropicais cultivadas correspondem a aproximadamente
154 milhdes de hectares (MAPBIOMAS, 2021). Sua qualidade pode influen-
ciar diretamente na produtividade e eficiéncia da produgao pecuaria, além de
impactar a sustentabilidade ambiental da atividade. Cerca de 80% destas pas-
tagens sao semeadas com gramineas do género Urochloa (sin. Brachiaria).
Esta planta, originaria da Africa, chegou ao Brasil vinda das Guianas por
volta 1952, quando o Instituto de Pesquisas e Experimentagao Agropecuaria
Norte (IPEAN), localizado em Belén - PA, iniciou avalicbes da sua utilizagdo
como forragem usando um acesso de U. decumbens. Porém, somente nos
anos 60 com a introdugao de U. ruziziensis e U. brizantha ocorreu sua expan-
séo para todas as regides do Brasil (Karia et al., 2006). A partir dos anos 80,
com a intensificagao dos programas de melhoramento genético da Embrapa
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Gado de Corte, foram sendo langadas cultivares cada vez mais produtivas. A
maioria dos acessos de Urochloa é poliploide e sua reprodugéo ocorre pre-
ferencialmente por apomixia, ou seja, a formagdo do embrido ocorre em um
processo clonal derivado apenas de tecidos maternos (KARASAWA, 2009),
nao ocorrendo, portanto, a fusdo de gametas e o embrido resultante possui o
mesmo material genético da planta mae.

O fato de possuir apenas genoétipos apomiticos em uma colegao limita o
avanco no programa de melhoramento (DINATO, 2016). A existéncia de poucos
acessos sexuais, que foram poliploidizados artificialmente, permitiu as primei-
ras hibridagdes interespecificas no programa de melhoramento deste género.
Os cruzamentos sao realizados usando-se um genitor sexual como receptor
de pdlen e um genitor apomitico como doador, desde que compativeis quanto
ao nivel de ploidia e nimero basico de cromossomos. Para que tal cruzamento
ocorra, € necessario que se tenha a sincronizagao do florescimento entre os
genitores masculino e feminino. Portanto, estudos que avaliem a viabilidade de
graos de pdlen apds a conservagado dos mesmos sao fundamentais para os
programas de melhoramento, ja que tém como objetivo evitar a dependéncia
da sincronizagao da floragdo em hibridagdes controladas, possibilitando a com-
binacéo entre alelos favoraveis (CARDOSO et al., 2009).

A formacgéo dos gréos de poélen se da nas anteras onde ocorrem dois
eventos: a microsporogénese, na qual a célula mae do grdo de pdlen (mi-
crosporocito) passa pela meiose e, apds a citocinese, da origem a quatro
graos de pdlen jovens. Cada um deles sofre uma mitose dando origem a duas
células: nucleo vegetativo e germinativo. O segundo evento é a microgame-
togénse, onde somente o nucleo germinativo passa por uma segunda mitose
originando duas células espermaticas (LORD; RUSSEL, 2002).

Na maioria das angiospermas e em todas as gimnospermas, o grao de po-
len é disperso em estado imaturo sem a divisdo do nucleo germinativo (SIDHU,
2019; FRANCHII et al., 2011). Esse polen € descrito como binucleado, € a fina-
lizagao da divisdo celular ocorre com o crescimento do tubo polinico. Em cerca
de 30% das angiospermas, o pdlen é disperso em desenvolvimento mais avan-
cado, ou seja, apds a segunda divisdo mitética, em que a célula germinativa da
origem a duas células espermaticas. Neste caso, o grao de pdlen é classificado
como trinucleado (IMPE et al., 2020; PACINI; DOLFERUS, 2019; SIDHU, 2019;
WILLIAMS et al., 2019; BREWBAKER, 1967).
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O grao de polen também ¢é classificado como recalcitrante ou ortodoxo, de-
pendendo da quantidade de agua durante sua dispersao (FRANCHI et al., 2011),
sendo os binucleados frequentemente ortodoxos e dispersos com uma pausa
parcial no seu desenvolvimento. Ja os trinucleados s&o dispersos de forma recal-
citrante, ou seja, com um teor maior de agua. Nesse caso, o pdlen ja completou o
processo de desenvolvimento e esta pronto para polinizar (WILLIAMS; REESE,
2019; WILLIAMS; BROWN, 2018). De acordo com Dafni e Firmage (2000), o
polen trinucleado tem menor potencial de viabilidade do que o pdlen binucleado,
apresentando-se 30% mais hidratado e € metabolicamente mais ativo, possui
uma exima mais delgada e diminuicdo do nivel de reservas nutricionais apos a
segunda divisdo mitética (WILLIAMS; BROWN, 2018).

Na familia Poaceae, a maioria das espécies possui polen trinucleado
(MCCORMICK, 1993; KAPIL; BHTNAGAR, 1991), que é menos resistente as
intempéries ambientais, do que o binucleado, possuindo menor longevidade
sob condigbes naturais, sendo mais sensivel ao dessecamento (WILLIAMS;
BROWN, 2018). Na abertura da flor, o grédo de pdlen é totalmente viavel e,
com o passar do tempo, sua viabilidade diminui gradualmente, reduzindo a
eficiéncia da fertilizagao (SOUZA et al.; 2002).

A estimativa da viabilidade do gréo de pdlen permite inferir sobre a ca-
pacidade de germinagcdo e de desenvolvimento dos mesmos (STANLEY;
LINSKENS, 1974). Existem varios fatores que contribuem para esta viabili-
dade durante o armazenamento, além dos genéticos e fisioldgicos, porém
a umidade e a temperatura sdo os mais importantes (GANESHAN et. al.,
2008). A diminuigdo da temperatura e da umidade promove a redugao da
atividade metabdlica no interior do gréo de pdélen e a acao de microrganismos
(GODDARD; MATTHEWS, 1981).

O controle da umidade no interior do gréo de pdlen é um dos principais
fatores a ser observado para sua conservagao a longo prazo, quando se uti-
liza baixas temperaturas: quanto menor a quantidade de agua no interior da
célula, menor a probabilidade da formacao de cristais de gelo. Caso estes se
formem ocorre o rompimento da membrana celular, destruindo a célula. De
acordo com Sprague e Johnson (1977), para se manter o pdélen viavel sob
conservagao, sua umidade relativa deve estar em torno de 10%.

A utilizagado de agentes com propriedades higroscépicas em um ambiente
fechado e com temperatura constante € ideal para que ocorra a dessecagao
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dos graos de pdlen, sendo que muitas substancias sao utilizadas para esta fi-
nalidade. Dentre elas tem-se a silica gel (SiO,), que € um produto sintético em
forma de granulos, formados por uma reacéo entre silicato de sédio e acido
sulfarico. Estes removem a umidade ao seu redor, retendo o vapor de agua
do ar em sua superficie (JOSE et al., 2009), e apds a adsorgéo, podem ser
reativados através do calor, fazendo com que a agua retida evapore para se-
rem utilizados novamente. As solugdes salinas saturadas também sao muito
utilizadas para a dessecacéao, pois mantém a umidade relativa constante na
atmosfera ao seu redor, proporcionam pressédo de vapor constante quando
usadas em recipientes fechados, a uma determinada temperatura (HAY et
al., 2008). A solucao saturada de cloreto de litio (LiCl), de acordo com Connor
e Towill (1993) possui umidade relativa em torno de 11 a 15%, dependendo
da temperatura utilizada no momento da desidratag&o. Ja a silica gel (SiO,)
apresenta 10% umidade relativa quando em um ambiente fechado (ALMEIDA
et al.; 2011; YOUNG, 1967; WINSTON; BATES;1960).

Existem varios métodos para se determinar a viabilidade do grao de pdlen,
os colorimétricos, a germinagao in vitro, a germinagao in vivo e a verificagao
da porcentagem de frutificacao efetiva (ALMEIDA et al., 2011; EINHARDT
et al., 2006). Os métodos colorimétricos sdo mais atrativos por proporcio-
narem resultados mais rapidos e apresentarem baixo custo (TECHIO et al.,
2006). Varios corantes sdo utilizados para esta finalidade incluindo o uso de
orceina aceética, carmim acético e propidnico, coloragdo de Alexander, iodo
de lugol, fucsina basica, 2,3,5- cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) e Sudao IV
(MUNHOZ et al., 2008; ALEXANDER, 1980). Estes corantes reagem com o0s
componentes celulares dos graos de polen maduros, resultando em mudan-
¢as de coloragao e assim permitem distingdes entre graos viaveis e inviaveis
(ABDELGADIR et al., 2012).

Varios trabalhos tém sido realizados utilizando-se corantes para determinar a
viabilidade de grdos de polen recém coletados em diversas espécies tais como:
Vochysia divergens (ZORTEA et al., 2022), Annona squamosa (ARAUJO et al.,
2021), Paspalum rawitscheri (DE FREITAS et al., 2020), Bixa orellana (FURINI
et al., 2020a) Chenopodium ambrosioides (FURINI et al., 2020b) Zantedeschia
spp (LI et al., 2020), Castanea mollissima e Castanea henryi (LUO et al., 2020),
Solanum melongena (VALADARES et al., 2019), Bauhinia forficata (CAPITANI et
al., 2018), feijao fava (Phaseolus lunatus) (JESUS, et al., 2018), Costus spiralis
(SANTOS et al., 2018), Psidium guahava (DA SILVA et al., 2017) e em polens
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sob diversas condicdes de armazenamento, Fraxinus Excelsior (BUCHNER et
al., 2022), cultivares de macas servias (CALI et al., 2021), Hippeastrum sp.(AL-
MEIDA et al., 2019), Ochroma pyramidale (ZAMBRANO et al., 2019), Paspalum
(DINATO et al., 2018), Leonurus cardiaca (SHEKARI et al., 2016), Nothofagus
alpina (GARCIA-CRUZATTY et al., 2015), Zea mays (ALMEIDA, et al., 2011) e
Panicum virgatum (GE et al., 2011).

E possivel estabelecer o periodo méximo de conservagao da viabilidade do
grao de poélen (WANG et al., 2015), porém de acordo com Rocha et al. (2023),
o0 método e periodo de armazenamento irdo depender do objetivo do trabalho
e da viabilidade polinica expressa durante o periodo de armazenamento.

A possibilidade de realizar cruzamentos entre espécies que possuem
floragdo assincronica permite aumento na diversidade genética e, contribui
para o avang¢o no programa de melhoramento genético das espécies, espe-
cialmente na obteng&o de hibridos intra e interespecificos (OLIVEIRA et al.,
2019). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi determinar as condi¢des
adequadas que proporcionem maior tempo de viabilidade e conservagao dos
graos de poélen de U. brizantha cv. Ybaté.

Material e métodos

Coleta

Para a realizacao deste trabalho, foi utilizada a espécie U. brizantha cv.
Ybaté, que possui florescimento tardio em relagdo a outras espécies deste
género. As inflorescéncias foram colhidas a tarde, no dia anterior a deiscén-
cia das anteras e colocadas em copos plasticos com agua, dentro do labora-
tério de Citogenética Vegetal da Embrapa Gado de Corte, em cima de uma
mesa forrada com papel pardo. Na manha seguinte, apds a deiscéncia das
anteras, as inflorescéncias foram levemente agitadas, induzindo a liberagéo
do pdlen. Com o uso de um pincel de cerdas grossas, as amostras de graos
de pdlen foram colocadas em placas de Petri.
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Desidratagcao de graos de poélen por meio de sais saturados

Graos de polen recém coletados foram desidratados em sais satura-
dos (75%) de cloreto de litio (LiCl) e silica gel (SiO,), de acordo com Dinato
(2016), durante 30 e 60 minutos a temperatura de 25°C (Figura 1A). Em se-
guida, foram colocados em capsulas de gelatina (Figuras 1B e C), estocadas
em tubos de polipropileno (Figura 1D) e, posteriormente, armazenados em
geladeira (4°C) (GE), freezer (-20°C) (FR) ou ultrafreezer (-80°C) (UF) por 30,
60, 90 ou180 dias.

Figura 1. A) Graos de pdlen de Urochloa brizantha cv. Ybaté recém coletados sendo
desidratados em silica gel (SiO,); B) Gréos de pélen desidratados encapsulados

em capsulas de gelatina, C) Graos de polen desidratados encapsulados e armazena-
dos em tubo de polipropileno; D) graos de polen apds o armazenando sendo corados
em solugdo de carmim propidnico 1%; E) Visualizagdo em fotomicroscépio éptico
(seta preta: gréos de polen viaveis, seta azul: grdos de polen inviaveis).
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O experimento foi realizado (sem repeticdes) em delineamento inteiramen-
te casualizado, em esquema fatorial, com dois agentes de desidratacdo, dois
tempos de exposigao, trés condigdes de armazenamento e quatro tempos de
armazenamento (Tabela 1). Cada tratamento teve a contagem de aproxima-
damente 300 células ao acaso, em 20 campos aleatérios. O controle corres-
ponde aos graos de pdlen que nao foram submetidos a desidratagdo nem ao
armazenamento, ou seja, que foram recém-colhidos na inflorescéncia.

Tabela 1. Tratamentos utilizados para desidratacdo e armazenamento de graos de
pélen de Urochloa brizantha (cv. Ybaté).

LiCl 30min LiCl 60min SiO, 30min SiO, 60min

GE 30 dias X X X X
FR 30 dias X X X X
UF 30 dias X NA X X
GE 60 dias X X X X
FR 60 dias X X X X
UF 60 dias X X X X
GE 90 dias X X X X
FR 90 dias X X X X
UF 90 dias X X NA NA
GE 180 dias X X X X
FR 180 dias X X X X
UF 180 dias X NA X X

LiCl — cloreto de litio; SiO, — silica gel; GE — geladeira; FR — freezer; UF — ultrafreezer; NA - n&o avaliado.

Avaliagao da viabilidade de podlen

Para a avaliagdo da viabilidade de pdélen, as amostras foram colocadas
em uma lamina e, em seguida, foi realizada a coloragdo com solugédo de
carmim propidnico 1%, colocando-se uma gota do corante sobre o material e
colada uma laminula. Posteriormente, as laminas foram colocadas em uma
caixa de gerbox com papel filtro umedecido e armazenadas em estufa a 27°C
por duas horas (Figura 1E).

As estimativas de viabilidade de pdlen foram calculadas de acordo com

Santos-Neto et al. (2006) onde:

o niimero de grio de pélen corados
% de viabilidade =

= = = X
niimero total de grios de pélen
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Foram capturadas imagens em fotomicroscépio éptico e foram conside-
rados viaveis os graos de pdlen que se apresentavam bem desenvolvidos e
inteiramente corados; e inviaveis quando os gréos de pdlen que se apresen-
tavam mal desenvolvidos ou parcialmente corados (Figura 1F).

Analise estatistica

Com base nas porcentagens de viabilidade polinica de cada tratamento
foi realizada a analise de variancia. As médias, entre tratamentos, foram com-
paradas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, dentro de cada periodo
de armazenamento. Todas as anadlises estatisticas, representagao grafica
das correlagdes de Pearson entre todos os tratamentos e analise de compo-
nentes principais (PCA) foram realizadas usando o software PAleontological
STatistics versédo 3 (PAST 3) (p<0,05) (HAMMER, 2017).

Resultados

Em analise exploratéria dos dados, verificou-se que apds o periodo de
180 dias de armazenamento, independente do sal e do tempo de exposigao
utilizados para a desidratacdo dos graos de pdlen e do local de armazena-
mento, a viabilidade, na maioria dos tratamentos, decresceu com o passar
dos dias (Figura 2), sendo que os maiores desvios padrao foram observados
no ultrafreezer apds 90 e 180 dias (Figura 2).

Test. GE 30d FR30d  UF30d GE 60d FR60d UF60ds| GE 90d FR90d UF90d GE 180d FR 180d UF 180d

Eméda 79 60 52

Figura 2. Dados exploratorlos mostrando a porcentagem de graos de polen viaveis de
Urochloa brizantha cv. Ybaté e seus respectivos desvios padrao apos 30, 60, 90 e 180
dias de armazenamento. GE — geladeira (4°C); FR — freezer (-20°C); UF — ultrafreezer
(-80°C). (Médias com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade)
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Nos tratamentos com tempo de armazenamento de 30 dias verificou-se
que tanto a silica gel como o cloreto de litio utilizados por 30 e 60 minutos
para desidratagdo dos grdos de podlen, seguidos pelo armazenamento nos
diversos locais, possibilitaram taxas de viabilidade polinica superiores a 65%
(Tabela 2). Estes sais apresentaram diferencas estatisticas significativas para
o tempo de desidratagdo de 30 minutos em relagdo a testemunha e entre as
condigdes de armazenamento. A maior viabilidade polinica (77%) foi eviden-
ciada para o armazenamento por 30 dias, apds dessecagao em cloreto de
litio, por 30 minutos e armazenamento em geladeira.

Com 60 dias, os tratamentos apresentaram diferengas estatisticas signifi-
cativas para os dois tempos de desidratagao utilizados em relagéo a testemu-
nha. J& para ambos os sais desidratantes, nao foi observada significancia es-
tatistica entre as condigbes de armazenamento (Tabela 3). Observou-se que
a porcentagem de viabilidade polinica ficou entre 56 e 67% e que a utilizagao
do cloreto de litio durante 30 minutos para desidratacédo seguido por armaze-
namento no freezer (-20°C), possibilitou maior viabilidade polinica (67%) para
este periodo, nao diferindo estatisticamente da testemunha (Tabela 3).

Aos 90 dias de armazenamento foram observadas diferengas estatisticas
significativas para os dois tempos de desidratagéo e sais utilizados em rela-
¢ao a testemunha, ndo sendo observada diferenca estatistica significativa
entre as condigbes de armazenamento (Tabela 4). A porcentagem de via-
bilidade polinica variou de 52 e 67%, e o tratamento utilizando o cloreto de
litio durante 30 minutos para desidratagédo, seguido por armazenamento no
freezer (-20°C), foi estatisticamente o melhor (Tabela 4).

Com 180 dias de armazenamento observaram-se diferengas estatisticas
significativas tanto em relagao a testemunha quanto ao modo de armazena-
mento, para ambos os tempos de desidratacao, e para os dois sais utilizados.
(Tabela 5). A utilizagao do cloreto de litio durante 30 minutos para desidrata-
¢ao seguido por armazenamento no ultrafreezer (-80°C) possibilitou maior
conservagao da viabilidade polinica para este periodo (68%), sendo que esta
nao diferiu estatisticamente da testemunha.

Observando a Figura 3, onde se tem o ranking dos tratamentos, pode-se
observar que a viabilidade do pdlen recém-colhido foi de 79%, sendo prece-
dido pelos diversos tratamentos com tempo de armazenamento de 30 dias.
A utilizagao do cloreto de litio durante 30 minutos para desidratagéo, seguido
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por armazenamento no ultrafreezer (-80°C), por 180 dias, se destacou em
sétimo lugar neste ranking (Figura 3). Este resultado é importante, pois de-
monstra a possibilidade de se obter boa viabilidade polinica, mesmo apés
longos periodos de armazenamento, permitindo cruzamentos entre espécies
assincrénicas. Porém, por se tratar de um estudo inicial, este deve ser repeti-
do para se ter a confirmacgéo deste porcentual de viabilidade.

Tabela 2. Viabilidade do pdlen de Urochloa brizantha cv. Ybaté conservado, em
porcentagem, apos diferentes modos e tempos de desidratagao, e diferentes condigdes
de armazenamento por um periodo de 30 dias, em relagéo a testemunha nZo tratada e

nao armazenada.

Sal Tempo Geladeira
desidratante (min) (4°C)
Cloreto de Litio 30 7TaA
(LiCI) 60 73aA
Média 75
Silica gel 30 67bB
(Si0,) 60 68aA
Média 67,5

Freezer Ultrafreezer Testemunha

(-20°C) (-80°C) TA
65bB 72aA 79a
68aA NA 79a
66,5 -
74aA 72aA 79a

NA 68aA 79a
- 70

*Tratamentos com letras iguais na mesma linha nao diferem pelo teste de Tukey (5% de probabilidade) (letra
minuscula em relagéo a testemunha; letra maitscula em relacédo as condi¢cdes de armazenamento). NA: ndo

avaliado.

Tabela 3. Viabilidade do pdlen Urochloa brizantha cv. Ybaté conservado, em
porcentagem, apds diferentes modos e tempos de desidratagao, e diferentes condigdes
de armazenamento por um periodo de 60 dias, em relagéo a testemunha nao tratada e

nao armazenada.

Sal Tempo Geladeira
desidratante (min) (4°C)
Cloreto de Litio 30 S9bA
(LiCl) 60 62bA
Média 60,5
Silica gel 30 S6bA
(Si0,) 60 63bA
Média 59,5

Freezer Ultrafreezer Testemunha

(-20°C) (-80°C) TA
67aA 62bA 79a
59bA 62bA 79a

63 62
63bA 59bA 79a
57bA 65bA 79a
60 62

*Tratamentos com letras iguais na mesma linha nao diferem pelo teste de Tukey (5% de probabilidade) (letra
minuscula em relagéo a testemunha; letra maitscula em relagédo as condigdes de armazenamento). NA: ndo

avaliado..
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Tabela 4. Viabilidade do pdlen Urochloa brizantha cv. Ybaté conservado, em
porcentagem, apds diferentes modos e tempos de desidratagéo, e diferentes condi¢bes
de armazenamento por um periodo de 90 dias, em relagdo a testemunha nao tratada e
n&o armazenada.

Sal Tempo Geladeira  Freezer Ultrafreezer Testemunha
desidratante (min) (4°C) (-20°C) (-80°C) TA
Cloreto de Litio 30 64bA 67aA 64bA 79a
(LiCI) 60 63bA 56bA 52bA 79a
Média 63,5 61,5 58

Silica gel 30 59bA 64bA NA 79a
(Si0,) 60 63bA 60bA NA 79a
Média 61 62 NA

*Tratamentos com letras iguais na mesma linha néo diferem pelo teste de Tukey (5% de probabilidade) (letra
minuscula em relagéo a testemunha; letra maildscula em relacéo as condi¢cdes de armazenamento). NA: ndo
avaliado.

Tabela 5. Viabilidade do polen de Urochloa brizantha cv. Ybaté conservado, em
porcentagem, apos diferentes modos e tempos de desidratacéo, e diferentes condi¢cdes
de armazenamento por um periodo de 180 dias, em relagéo a testemunha nao tratada e
n&o armazenada.

Sal Tempo Geladeira  Freezer Ultrafreezer Testemunha
desidratante (min) (4°C) (-20°C) (-80°C) TA
Cloreto de Litio 30 53bB 61bA 68aA 79a
(LiCI) 60 58bA 53bB NA 79a
Média 55,5 57 -

Silica gel 30 57bA 56bA 55bA 79a
(Si0,) 60 59bA 66bA 39bB 79a
Média 58 61 47

*Tratamentos com letras iguais na mesma linha nao diferem pelo teste de Tukey (5% de probabilidade) (letra
minUscula em relagéo a testemunha; letra maiUscula em relagdo as condi¢cdes de armazenamento). NA: ndo
avaliado.
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A matriz de correlagdo apresentada na Figura 4 mostra graficamen-
te os resultados evidenciados para as combinagdes de tratamentos.
Observa-se na figura que as correlagbes de maior magnitude (pelo tra-
cado da linha interna) e que equivaleram a valores de correlagdo maio-
res do que 0,90 nas estimativas, ocorreram invariavelmente entre os
tratamentos armazenados por 60 dias, independentemente do modo de
armazenamento, do dessecante utilizado e do tempo de dessecacgéo. As
meédias de viabilidade dos gréos de pdlen armazenados por 30 dias foi
de 63%, armazenados por 60 dias foi de 61,2%, por 90 dias, de 60,1%
e por 180 dias, de 58,8%.

O numero de dias de armazenamento é, em média, o fator determi-
nante para a eficiéncia do método de conservacgao de polen de Urochloa
spp. e independe do dessecante utilizado, do tempo de dessecacéo e do
modo de armazenamento. Tal resultado fica explicito no grafico do PCA
apresentado na Figura 5, no qual os dados médios de sobrevivéncia dos
graos de podlen foram inicialmente separados em uma tabela de dupla
entrada, calculando-se a média do modo de armazenamento e o tempo
(GE30dias, FR30dias, UF30dias...), em fungcdo do modo e o tempo de
dessecacgéo (LiCI30min, LiCI60min, SiO,30min e SiO,60min). No PCA
evidencia-se que os dois primeiros componentes principais explicaram
62% e 19% da variagao evidenciada entre os tratamentos. Ademais, ob-
servou-se que nos dois quadrantes a direita encontram-se os tratamen-
tos que foram armazenados por 30 dias, com maior taxa de sobrevivén-
cia, independentemente do dessecante e do seu tempo de uso, bem
como dos modos de armazenamento. O Unico resultado divergente foi
aquele evidenciado para os graos de polen dessecados no tratamento
com LiCl por 30 minutos e armazenados em ultrafreezer por 180 dias.
Certamente esse resultado precisa ser novamente investigado.
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Figura 3. Porcentagem de viabilidade polinica de U. brizantha cv. Ybaté conservados
em diferentes locais por 30, 60, 90 e 180 dias, separado por tempo de armazena-
mento. LiCl: cloreto de litio; SiO,: silica gel; desidratagcdo por 30 ou 60 minutos,
respectivamente; armazenamento em GE — geladeira (4°C); FR — freezer (-20°C) ou
UF — ultrafreezer (-80°C). (Médias com a mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes pelo Teste de Student-Newman-Keuls a 5% de probabilidade).



Conservagao de grao de pdlen de Urochloa brizantha cv. BRS Ybaté 21
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Figura 4. Matriz de correlagdo entre os tratamentos utilizados para conservagao
da viabilidade em graos de podlen de Urochloa brizantha cv. Ybaté. Os contornos
quadrados em preto em alguns quadrantes indicam as correlagdes significativas.
As correlagdes podem variar de -1 a +1, num gradiente de cor vermelho (-1) a azul
escuro (+1), ademais, o formato do simbolo colorido nos quadrantes também indica
se a correlagdo foi altamente significativa, pelo simbolo estreito, seja positiva (azul)
ou negativa (vermelho), ou com significancia menor, com simbolo mais ovalado e
informacao idéntica quanto as cores, se positiva ou negativa.).
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Figura 5. Biplot dos dois primeiros componentes principais dos tratamentos utilizados
na conservagao do polen de U. brizantha cv. Ybaté, apresentados separadamente
por modo e numero de dias de armazenamento e método e tempo de dessecacgao.
Os tratamentos com maior taxa de sobrevivéncia, apontados pelas setas verdes, séo
representados por simbolos: FR30dias (losango), UF30dias (quadrado) e GE30dias
(asterisco), nos quadrantes do lado direito do grafico.

Discussao

A viabilidade do grao de pdlen é primordial para as espécies, no que diz
respeito a sua dispersao, aptiddo e a sobrevivéncia da proxima geragao.
Estudos que avaliem esta viabilidade apds a conservagéao sao fundamentais
para os programas de melhoramento, ja que poderdo evitar a dependéncia
da sincronizagao da floragdo em hibridagdes controladas.
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Nas espécies do género Urochloa (sin. Brachiaria), a maioria dos indivi-
duos é poliploide e se reproduz por apomixia. Esta poliploidia pode influenciar
na ocorréncia de anormalidades meidticas, que podem interferir na viabilida-
de do pdlen e, consequentemente, na producao de sementes (RAGALZI et
al., 2019b; RAGALZI et al., 2021). Em Urochloa, diversos estudos ja compro-
varam que a poliploidia pode acarretar irregularidades meiéticas (RAGALZI et
al., 2021; SALES et al., 2021; RAGALZI et al., 2019a; RAGALZI et al., 2019b;
SOUZA; VALLE, 2015). Baldissera et al. (2020), estudando hibridos sexuais
e apomiticos de U. decumbens, relataram que a presenga de anormalidades
meidticas nas tétrades pode promover queda na viabilidade polinica nos in-
dividuos poliploides.

No presente estudo observou-se que grdos de pdlen recém coletados e
nao conservados apresentaram 79% de viabilidade polinica, fato que pode
indicar que para o genotipo em estudo a poliploidia ndo esta interferindo na
viabilidade do pdlen. Souza et al. (2002), estudando maracujazeiro estimou
que, valores abaixo de 30% séo considerados como baixa viabilidade, entre
31 a 69% como média e acima de 70% alta.

Varios estudos tém sido realizados em espécies de Urochloa com grao
de pdlen frescos, ou seja, recém coletados. Araujo et al. (2007), estudando
plantas sexuais diploides de U. brizantha, observaram entre 80 a 84% de
viabilidade dos graos de podlen. Ja Simioni e Valle (2011), analisando tetra-
ploides sexuais artificiais de U. decumbens, verificaram uma média de 63%.
Souza (2013) avaliou hibridos intraespecificos poliploides de U. decumbens
e, encontrou taxas de pdlens inviaveis maiores que 80%. De Paula et al.
(2014), em seus estudos com progénies de U. ruziziensis tetraploidizadas
artificialmente verificaram que estas apresentaram viabilidade polinica entre
76,8% a 99,6%.

Lima et al. (2020), em estudos sobre o efeito do manejo quanto ao cresci-
mento, em diferentes épocas de uniformizagao na cv BRS Paiaguas (U. bri-
zantha), verificaram que plantas ndo manejadas apresentaram melhor quan-
tidade e viabilidade de pdlen, e que fatores ambientais, como precipitacéo e
temperatura promovem alteragédo nesta viabilidade.

Ragalzi et al. (2019b) avaliaram o comportamento meiético e a viabilidade
polinica de oito hibridos sexuais poliploides de Urochloa, pertencentes ao
programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte. Observaram que a



24 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 54

viabilidade variou de 38,37% a 64,89% entre os hibridos estudados concluin-
do que a alta frequéncia de irregularidades na meiose afetou a viabilidade
polinica e, como consequéncia, a produgao de sementes puras.

Estudos visando a conservagéao polinica, além de permitirem o cruzamen-
to de espécies com floragao assincronica, sao importantes para o intercambio
de germoplasma e a conservagdo do mesmo. No presente trabalho verificou-
se uma queda gradual da viabilidade polinica apdés 180 dias, independente
do sal, do tempo de exposigao utilizado para a desidratagdo e do local de
armazenamento (Figuras 2 e 3). Esta queda ja era esperada, pois sabe-se
que, com o passar do tempo, os graos de pdélen vao perdendo seu vigor,
fato que ocorre devido a varios fatores extrinsecos ou intrinsecos, de forma
variavel dependendo da planta estudada (SOUZA et. al., 2022; GANESHAN
et al., 2008)

Damayanti et al. (2021), estudando Aeschynanthus radicans, uma espécie
trepadeira, verificaram que com o armazenamento do pdélen a -20°C ocorreu
decréscimo da viabilidade polinica apos 77 dias. Ge et al. (2011), estudando
viabilidade e longevidade de gréo de polen em Panicum virgatum, verificaram
que o aumento da temperatura e radiagao ultravioleta B afetaram negativa-
mente a viabilidade e longevidade do pdlen desta espécie, enquanto a umi-
dade relativa teve impacto limitado. Zambrano et al. (2019), estudando pdlen
da espécie madeireira Ochroma pyramidale, verificaram que sua viabilidade
diminuiu rapidamente quando o armazenamento ocorre com alto teor de umi-
dade, independentemente das temperaturas utilizadas.

A utilizagcdo de agentes que promovam a dessecagédo dos graos de po-
len se torna indispensavel para a conservagdo dos mesmos, visto que estes
vao permitir a maior viabilidade durante o armazenamento. De acordo com
Benson (2008), a formacéo de cristais de gelo no interior das células por
excesso de agua promove injurias fisicas e mecanicas, levando-as a morte.

A Figura 3 mostra o ranking da porcentagem de viabilidade polinica envol-
vendo todos os tratamentos. Percebe-se que o cloreto de litio por 30 minutos
em um ambiente fechado parece ser o tratamento mais eficiente em todos os
tempos de armazenamento. Estes dados corroboram os estudos realizados
por Dinato et al. (2018) que, em um trabalho realizado com Paspalum nota-
tum, observaram maiores valores de viabilidade polinica com a utilizagao de
solugéo saturada de cloreto de litio por 30 minutos, seguidos de armazena-
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mento em nitrogénio liquido por 24 horas; e Dinato et al. (2020) verificaram
que graos de polen de P. malacophyllum e P. atratum permaneceram viaveis
apos 12 meses quando desidratados com cloreto de litio por 30 minutos e em
silica gel por 120 minutos seguidos por armazenamento em nitrogénio liquido.

No presente estudo verificou-se que apdés 180 dias de armazenamento,
a viabilidade dos grédos de pdlen que foram desidratados em cloreto de litio
durante 30 minutos, seguido pelo armazenamento em ultrafreezer a uma tem-
peratura de -80°C nao apresentaram diferencas estatisticas com relagdo a
testemunha, sendo este um resultado promissor, que sera melhor investigado
para que esta viabilidade polinica seja confirmada. De acordo com Godard e
Matthews (1981), com a diminuigdo da temperatura e umidade ocorre redugao
na atividade metabdlica no interior do grdo de pdlen e este fato proporciona
maior longevidade. Varios estudos tém comprovado que armazenamento em
baixas temperaturas proporcionam boas taxas de viabilidade polinica (ROCHA
et al., 2023; CALl et al., 2021; DORDEVIC, et al., 2022; DINATO, 2020).

Cali et al. (2021), estudando quatro cultivares de magas siberianas, verifi-
caram que a viabilidade polinica foi mantida por 6 meses quando o pélen foi
armazenado entre —20 e —80°C. Este longo periodo de viabilidade mostra que
estas cultivares sdo adequadas para a maioria das aplicagbes do programa
de melhoramento. Dordevic et al. (2022), em um estudo realizado para inves-
tigar o efeito de diferentes periodos de armazenamento e temperaturas sob
a viabilidade polinica in vitro e in vivo em genotipos de ameixeira, verificaram
que, ao final de 12 meses, a viabilidade dos pdlens armazenados a -20, -80 e
-196°C foi superior a 30%, e que estes resultados tém implicacdes direta no
melhoramento da espécie. Rocha et al. (2023) verificaram que gréos de podlen
de carnauba (Copernicia prumifera) dessecados com silica gel por 24 horas
e armazenados em temperaturas entre 10°C e - 4°C apresentaram menor
perda de viabilidade do que os armazenados a 24°C, no decorrer de 170 dias.

O armazenamento adequado dos graos de pdlen é uma ferramenta fun-
damental, tanto para a preservagao da variabilidade genética em programas
de conservagao ex situ, quanto para os programas de melhoramento gené-
tico, onde possibilita o cruzamento de espécies e/ou hibridos sem sincronia
reprodutiva, de forma a permitir o acesso a variabilidade genética que seria
impossivel de ocorrer naturalmente, aumentando a eficiéncia dos programas
de melhoramento genético.



26 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 54

O presente trabalho apresenta-se pioneiro por ser o primeiro a verificar a
viabilidade polinica em gréaos de pdlen conservados de Urochloa spp., sendo
apenas 0 comego para se ter um protocolo adequado de conservagao de
graos de pdlen deste género. Para tanto, é necessario intensificar as pesqui-
sas focando em testes de germinacéo in vitro, in vivo, e por fim, a realizacao
de cruzamentos intra e interespecificos, para se verificar a capacidade dos
graos de poélen armazenados de gerar individuos oriundos de cruzamentos
assistidos e o acompanhamento destes no campo, finalizando com a produ-
¢ao de sementes.

Conclusao

Com esse trabalho pode-se concluir que o tempo de armazenamento é o
principal fator que afeta a viabilidade dos gréos de pdlen.

A utilizacdo de solugao saturada de cloreto de litio, por 30 minutos para
dessecacao dos graos de poélen, proporcionou maior viabilidade polinica em
todos os tempos de armazenamento.

O melhor tratamento para conservagéao polinica foi o que utilizou solugao
saturada de cloreto de litio por 30 minutos e armazenamento em geladeira
por 30 dias (77%).

O armazenamento dos graos de pdélen desidratados em solugéo saturada
de cloreto de litio, por 30 minutos, realizado em ultrafreezer a temperatura de
(-80°C) permitiu manter a viabilidade acima de 65% aos 180 dias.
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