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“Tente olhar pro amanha agora e ndo para 0 ontem”.
E as coisas que deixaste para tras

Todas as palavras de carinho que ndo foram ditas
O toque carinhoso que vocé nao conseguiu encontrar

Nestes dias de faces sem nome
N&o h4 uma verdade, somente partes.
S6 possuo minha vida a oferecer.

Atreva-se a viver! Até o (ltimo momento.

Atreva-se a viver! Deixe 0 passado para tras.

Atreva-se a viver! Ofereca algo de si ao proximo.

“Até quando imaginar que ndo ha nada mais a oferecer.”
(G. Trovato/ C. Valli/ V. Anastazio)
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FISIOLOGIA DO FLORESCIMENTO E VIABILIDADE DO GRAO-DE-POLEN
DA CANA-DE-ACUCAR (Saccharum sp.).

RESUMO - Este trabalho teve por finalidade o estudo da fisiologia e a viabilidade
do polen para fins de melhoramento de cana-de-acgucar. Para isto trés trabalhos foram
realizados. No primeiro foi estimada a taxa de autofecundacéo de familias obtidas por
policruzamento envolvendo quatro gendétipos (IACSP95-5000, IAC94-1099, RB867515,
SP89-1115) além do impacto da taxa de autofecundagéo nas taxas de sobrevivéncia e
selecédo das progénies obtidas. O policruzamento foi realizado na cidade de Ribeir&o
Preto-SP. Apds o teste de germinacdo das sementes obtidas, as que apresentaram
viabilidade (sementes da IACSP95-5000 e SP89-1115) foram semeadas em campo
onde permaneceram por 10 meses para avaliacdo da taxa de sobrevivéncia (4, 6 e 10
meses) e selecdo (aos 10 meses). A taxa de autofecundagéo foi determinada por meio
de marcadores microssatélites. Para as progénies da IACSP95-5000 e SP89-1115 as
taxas de autofecundacdo foram de 98,5% e 0% respectivamente. A taxa da
sobrevivéncia foi maior para as progénies da SP89-1115 nas duas Ultimas avaliacdes
bem como a taxa de selecdo no valor de 78,26% contra 28,18% das progénies da
IACSP95-5000. O segundo trabalho teve como objetivo comparar dois corantes (iodo
0,1N e azul de lactofenol) utilizados para avaliar viabilidade do polen de inflorescéncias
de cana-de-acUcar com a germinacdo em meio de cultura. A leitura da viabilidade do
poélen foi realizada em microscoépio fotdnico (250x) para cada corante, dentro de cada
horario, para quatro genétipos de cana-de-acUcar na estacao de hibridacdo do IAC em
Urucuca-Ba. O meio de cultura para germinacdo foi composto de agua de chuva,
sacarose (300g/L) e agar-agar (10g/L). O corante azul de lactofenol mostrou queda da
viabilidade do pdlen com o passar das horas de avaliagdo, o corante de iodo nao
mostrou diferenca. Comparando com a germinacdo em meio de cultura as 6 horas, os
dois corantes nao diferenciaram entre si, porém superestimaram a viabilidade obtida na
germinacgdo. As 8 e 9 horas, o corante de iodo superestimou a germinacédo do pélen e o

azul de lactofenol a subestimou. No terceiro trabalho foi avaliado o comportamento de



17 genotipos de cana-de-acucar perante a indugao fotoperiddica artificial em camara de
fotoperiodo para o florescimento na cidade de Ribeirdo Preto-SP. Foram utilizados 3
tratamentos de decaimento diario (30 s,45s, 1 min) partindo das 12 horas e 55 min de
luz. A faixa de temperatura (21-32°C) foi a mesma para todos os tratamentos e a
umidade foi controlada por irrigacdo. Os genotipos responderam de forma diferente aos
tratamentos em relacdo ao tempo de emissdo da folha bandeira e a inflorescéncia,
porém pode-se verificar respostas a todos os tratamentos utilizados. As inflorescéncias
emitidas apresentaram em sua maioria alta viabilidade de pdlen pelo método da

coloracdo com iodo a 0,1N possibilitando em cruzamentos.

Palavras-chave: Inflorescéncia, marcador molecular, fotoperiodo, hibridagéo.



Vi

SUGARCANE FLOWERING PHYSIOLOGY AND POLLEN VIABILITY (Saccharum
sp.)

SUMMARY- The present work aimed to investigate the flowering and the
physiology of pollen viability for sugarcane breeding. For these purpose three studies
were conduce. In the first one, the selfing rate of polycross derived families involving 4
parents (IACSP95-5000, IAC94-1099, RB867515, SP89-1115) was estimate as also as
its impact on the survival and selection rate of the progenies. The polycross was done at
Ribeirdo Preto-SP. After the seed germination test, those that were viable (IACSP95-
5000 and SP89-1115 seeds) were planted in the field where stayed for 10 months for
the survival (4, 6 and 10 months) and selection rate (at 10 months) evaluation. The
selfing rate was estimated through microsatellite markers. For the progenies derived
from IACSP95-5000 and SP89-1115 the selfing rates were 98.5% and 0% respectively.
The survival rate was higher for SP89-1115 derived progenies at the last two
evaluations as well as the selection rate with 78.26% against 28.18% observed for
IACSP95-5000 progenies. In the second study two dyes (iodine 0.1N and lactophenol
blue) used to evaluate pollen viability from sugarcane tassels were compared with the
pollen germination at culture media composed by rain water, sucrose (300g/l) and agar-
agar. The read of pollen viability was done with a photonic microscope (250x) for each
dye, in each time for 4 sugarcane genotypes at the IAC cross station (Uruguca-BA). The
lactophenol dye showed a degree of pollen viability with the evaluation time while the
iodine dye did not. Compared with the germination in culture media at 6 hours, both
dyes did not differ, but, over estimated the viability obtained through germination. At 8
and 9 hours, the iodine dye over estimate the pollen germination while the lactophenol
blue under estimate. In the third study the behavior of 17 sugarcane genotypes was
evaluated in relation to artificial photoperiodic induction in a photoperiod facility for
flowering at Ribeirdo Preto-SP. Three daily decay trials (30 s, 45 s, 1 min) initiated from
12 hours and 55 minutes of light were evaluated. The temperature range (21-31°C) was
the same for all the trials and the humid was controlled by irrigation. The genotypes

behavior in a different manner to the trials in relation to the time for the flag leaf and



vii

tassel emission, however, it was observed responses to all the trials evaluated. The emit
tassels showed, in their majority, high pollen viability by the iodine dye method at 0.1N

allowing further crosses.

Keywords: tassel, molecular markers, photoperiod, hybridization.



CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

7

O florescimento da cana-de-acucar para fins comerciais é indesejavel aos
produtores devido a perda de produtividade, porém para o melhoramento genético o
florescimento € essencial para a obtencdo de cruzamentos (MACHADO JR, 1987). No
Brasil, o florescimento é sazonal, sendo esse na regido nordeste favorecido pelas
condicdbes ambientais naturais onde se localizam as estacbes de hibridacdo dos
programas de melhoramento de cana-de-agucar.

O florescimento, no geral € muito influenciado por fatores ambientais como o
fotoperiodo, a temperatura e umidade do ar e do solo (SRIVASTAVA et al., 2006),
sendo que alguns desses podem comprometer a viabilidade do polen impedindo a
formacgéo de semente.

O fotoperiodo é de extrema relevancia no florescimento da maioria dos vegetais.
Em relacdo a este fator, a cana-de-acUcar assume caracteristica de planta de dias
curtos, porém, para a inducdo do florescimento, dias curtos ndo sao suficientes, sendo
necessarias sucessivas noites longas para ocorréncia do mesmo (TAIZ & ZAIGER,
2009). Para o pendoamento dessa espécie, o comprimento do dia ideal parece ser de
12 horas a 12 horas e 55 min para a maioria dos genétipos cultivados no mundo
(BERDING, 1981). As regides equatoriais apresentam as melhores condi¢bes para o
florescimento, devido ao fato das mesmas possuirem fotoperiodo de 12 horas e menor
oscilacdo de temperatura, a medida que ocorre 0 aumento da latitude o pendoamento
da cana-de-acucar € menor (BERDING, 1981).

O estado de S&o Paulo destaca-se entre as grandes regides produtoras de cana-
de-agucar, apresenta grande variabilidade no indice de florescimento, no entanto esta
variacdo néo pode ser explicada somente pelo fotoperiodo, sendo também neste caso a
temperatura uma forte influéncia neste processo (PEREIRA, 1985). Sabe-se que

intermitentes temperaturas noturnas menores que 18°C durante a inducéo floral pode



reduzir a intensidade do florescimento e o atraso da emergéncia da panicula
(GOSNELL, 1973). Ainda, a frequente ocorréncia de temperaturas diurnas superiores a
32°C também podem diminuir a intensidade do florescimento ou atraso do mesmo
(NUSS & BRETT 1977 citados por NAYAMUTH et al., 2003).

Da mesma forma que o desenvolvimento da panicula é sensivel a temperatura, o
grdo de polen tem sua viabilidade afetada por ela, sendo que as temperaturas baixas
podem tornar o grdo de polen inviavel (BERDING, 1981). Temperaturas noturnas
abaixo de 15°C, antes ou durante o florescimento podem causar aborto das anteras,
tornando assim as cultivares macho estéreis (MACHADO JR, 1987).

A umidade também é de grande importancia na ocorréncia do florescimento na
cana-de-acucar. A umidade do solo pode afetar adversamente o pendoamento, pois 0
déficit hidrico durante o ciclo indutivo atrasa e reduz o florescimento, uma vez que a
agua € necessaria para ocorrer a translocacdo de fotoassimilados para o apice e para o
alongamento do pedunculo da inflorescéncia (NAYAMUTH et al., 2003).

Apesar do conhecimento dos fatores que podem influenciar no florescimento da
cana-de-acUcar sao poucos os trabalhos que estudam melhores condicbes de
cruzamentos e manutencdo da viabilidade do polen em diferentes variacdes locais do
Brasil, bem como estudos que induzam artificialmente o florescimento com finalidade de
obtencé&o de introgressao génica e planejamento de cruzamentos especiais.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo estudar a fisiologia do
florescimento e a viabilidade do grdo de pdlen da cana-de-agucar para fins de
melhoramento de cana-de- acUcar. Sendo assim, foram estabelecidas as condi¢des de
florescimento de forma controlada em Camara de Fotoperiodo de cultivares comerciais
de cana-de-aclcar, bem como a avaliacdo da viabilidade do gréo-de-pdlen em
condicbes naturais de Ribeirdo Preto abordada por meio da estimativa da taxa de
cruzamento com marcadores moleculares como a avaliagdo da viabilidade do grédo-de-

polen por meio de diferentes corantes.



REVISAO DE LITERATURA

Cana-de-acucar

A cana-de-acucar é pertencente a familia Poaceae e género Saccharum, o qual
possui varias espécies. No entanto, na atualidade o que se encontra plantado em
campos comerciais sdo na sua maioria, gendtipos provenientes de hibridacao
(SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008). Quando se realiza os cruzamentos na busca de
hibridos, procura-se cultivares com rusticidade, resisténcia a doencas e eventuais
pragas, além da qualidade da matéria prima na busca de maiores teores de acucar, ou
seja, maior producdo por area (DANIELS & ROACH, 1987). Sem duavida o Brasil é
considerado um pais experiente na producdo de cana-de-agucar e seus derivados e por
isso tem chamando atencdo de grandes poténcias mundiais, principalmente, pelo
aumento na demanda de energia sustentavel (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

A producdo mundial de cana-de-acUcar totaliza quase 1,5 bilhdes de toneladas e
segundo a CONAB (2011) a lavoura de cana-de-aclUcar continua em expansao no
Brasil, sendo que os maiores indices de aumento de area sdo encontrados na Regido
Sul e Sudeste. Além disso, a cultura apresenta desenvolvimento excelente no pais, que
resulta da utilizacdo de novas tecnologias aplicadas no cultivo e ao clima favoravel. A
produtividade média brasileira esta estimada em 76.039 kg/ha, 1,8% menor que a da
safra 2010/11, que foi de 77.446 kg/ha devido a estiagem prolongada (abril a novembro
de 2010), principalmente na regiao Centro Oeste e Sudeste (CONAB, 2011).

A busca de novos cultivares que superem as expectativas de produtividade por
suportar condicbes desfavoraveis é constante pelos melhoristas de cana-de-agucar,
devido o aumento significativo do interesse mundial na producéo de energia sustentavel
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,, 2011). Desta forma, a quantidade de estudos

relacionados a cana-de-acucar tem crescido constantemente, porém nao é proporcional



a sua importancia mundial em termos de fonte alimentar e de energia (CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011; LANDELL & BRESSIANI, 2008).

Florescimento da cana-de-acucar

A inflorescéncia da cana-de-agucar, conhecida como bandeira ou flecha, é uma
panicula aberta com flores hermafroditas cada uma com um 6évulo. Os pistilos tém a
terminacdo com estigmas roxos ou avermelhados, o que caracteriza 0 aspecto plumoso
da panicula, e o androceu é constituido por trés estames sustentando uma antera cada
(SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008).

O processo de formacao da inflorescéncia é de dificil definicdo, pois depende do
cultivar, do clima da regido e das mudancgas que ocorrem nos anos agricolas. O estimulo
para o florescimento pode ocorrer durante 18 a 25 dias (CLEMENTES & AWADA, 1965)
e para o hemisfério sul, os meses em que ocorre a diferenciacdo do meristema para a
formacdo da inflorescéncia sdo os de fevereiro, marco e abril, sendo que o
florescimento ocorre nos meses de abril, maio e junho (HUMBERT, 1974; SCARPARI &
BEAUCLAIR, 2008).

O florescimento pode ser dividido em quatro fases: a transformacéo do
meristema apical em gema floral;, transformacdo da gema floral em inflorescéncia;
desenvolvimento da inflorescéncia e da folha bandeira e finalmente a emissédo da
inflorescéncia. A primeira fase é bem curta, e logo se inicia a segunda em que ocorre
o desenvolvimento no eixo principal das ramificacdes e ramos secundarios. Também
nesta fase surge o tecido meristematico que d4 origem a bainha da folha bandeira,
que tem por funcéo, proteger a inflorescéncia. Na terceira fase, ocorre o alongamento
da bainha da folha bandeira e o desenvolvimento da inflorescéncia, cujo eixo principal
chega a mais de 60 cm. Nesta fase ainda ocorre o completo desenvolvimento das
espiguetas e na quarta ocorre a emissao da inflorescéncia que € seguida pela abertura

das flores e da polinizagdo. Para a completa emissdo sdo necessarias de 4 a 5



semanas, enquanto a abertura das flores, formacéo de frutos e maturacdo, ndo mais que 2
a 3 semanas.

O florescimento em cana-de-agUcar € sazonal, e muitos sdo os fatores que
regem sua ocorréncia, dentro destes estdo 0s ambientais, como fotoperiodo,
temperatura e a umidade (LABORD, 2007). Dentre eles, o fotoperiodo destaca-se por
ser um dos principais fatores determinantes do metabolismo nos vegetais
(ALEXANDER, 1973; TAIZ & ZAIGER, 2009).

Em relagdo ao fotoperiodo, para que as plantas percebam as menores
mudancas de luz, estas possuem diferentes pigmentos. Estes pigmentos ndo somente
percebem a presenca da luminosidade, mas também a diferenga na sua intensidade
como ocorre no amanhecer e no entardecer (TAIZ & ZAIGER, 2009). Ainda, além dos
sinais relativos ao amanhecer e ao entardecer e das fases do seu relogio cicardiano
endogeno, esses pigmentos sdo sensiveis a pequenas mudangas no comprimento do
dia (IMAIZUMI et al. 2004, TAIZ & ZAIGER, 2009).

Em relacdo ao fotoperiodo indutivo da floracdo h& divergéncias entre
pesquisadores quanto a classificacdo da cana-de-aclUcar como sendo planta de dia
longo ou planta de dia curto. Para alguns autores como MOORE (1987) as mudancas
do meristema apical para transformar-se em inflorescéncia, ocorrem durante o periodo
de dias curtos, porém para outros como CLEMENTS (1968) e CLEMENTS & AWADA
(1967) ha uma tendéncia em se classificar a cana-de-agucar como sendo intermediaria
em relacéo ao fotoperiodo.

Pode-se dizer que as melhores condi¢cdes para o florescimento acontecem nas
regides equatoriais do globo terrestre, onde tem-se fotoperiodos de 12 horas de luz e
12 horas de escuro, com pequenas variacdes de temperatura. Segundo BERDING
(1981), o fotoperiodo ideal para o florescimento de cana-de-aclUcar parece ser de
12horas a 12horas e 55 min, e a maioria dos cultivares séo induzidas neste intervalo
nas diferentes regidées do mundo.

Sabe-se que no estado de Sao Paulo, ocorre grande variabilidade do indice do
florescimento, e isto evidencia que o fotoperiodo ndo é o Unico fator controlador do

florescimento, tendo grande influencia a temperatura (PEREIRA, 1985). Ainda, acredita-



se que nos locais de ocorréncia abundante de florescimento a temperatura minima
raramente fica abaixo de 18°C e as maximas nunca ultrapassam os 32-35°C (ARALDI
et al., 2010, BERDING, 1981) e que temperaturas abaixo de 21°C podem atrasar o
crescimento e a emergéncia da panicula (CLEMENTS & AWADA, 1967). A temperatura
também pode afetar a morfologia das paniculas, como o tamanho. No geral, segundo
ARALDI et al. (2010), temperaturas amenas em Poaceae, aumentam o tamanho das
inflorescéncias.

Muitos pesquisadores observaram que em locais onde temperaturas e
fotoperiodos indutivos ocorriam naturalmente e raramente acontecia a inibicdo da
floracdo da cana-de-acuUcar, quando este fendbmeno n&o ocorria, notou-se que
ocorreram mudancas nas precipitacoes anuais (MOORE, 1987).

A adequada umidade é critica ndo somente para a inducdo da panicula, mas
também no tempo que se leva para que a mesma se desenvolva completamente, pois
garante a antese e, consequentemente, a producédo das sementes (MOORE & NUSS,
1987) e isso se deve principalmente pelo fato da agua ser o agente transportador dos
fotoassimilados para a panicula. A abertura da flor e a exposicdo das anteras também
sado afetadas pela umidade relativa do ar e esses fenbmenos ocorrem durante varias
horas antes do amanhecer, quando a planta esta totalmente hidratada e a umidade

relativa é elevada (MOORE & NUSS, 1987) tornando a viabilidade do pdélen maxima.

Viabilidade do pdlen

O gréo de podlen da cana-de-acucar € consideravelmente pequeno com uma
meia-vida de apenas 12 min apos a dispersao pelo vento com perda da viabilidade apos
35 min (SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008) o que dificulta e muito sua armazenagem.
Sua formacéao inicia-se com o desenvolvimento dos estratos parietais da antera, que
indica o inicio da divisdo meiotica sendo que neste periodo de desenvolvimento sédo
estimuladas as transformacfes celulares, em que o arquesporio torna-se tecido

esporogénico que se modifica em células-méae dos andrésporos, formando o micrésporo



e, consecutivamente, o grdo de podlen, cuja sensibilidade é alta em relacdo a sua
viabilidade, principalmente quando exposto as condicdes ambientais adversas
(APPEZZATO-DA-GLORIA & CARMELO-GUERREIRO, 2006). Com isto, os estudos da
viabilidade de pdlen em vegetais sdo de suma importancia para os programas de
melhoramento genético, podendo também ser de grande utilidade para diagnosticar
fatores envolvidos na formacéo de flores e embrides (OLIVEIRA, 2007).

A viabilidade do podlen e o grau de deiscéncia das anteras da cana-de-agucar
variam de gendtipo pra genétipo, mas esta relacionada principalmente com a
temperatura e umidade (OLIVEIRA, 2007). Neste contexto, pode-se dizer que um dos
maiores problemas encontrados pelos melhoristas em latitudes mais altas é a pouca e
inconstante floracdo assim como a inviabilidade do pdlen nestes locais (BERDING,
1981). Isto porque nem sempre ocorre naturalmente fotoperiodo indutivo, e ainda,
muitas vezes quando ocorre o florescimento, as temperaturas noturnas séo baixas, o
que torna o polen inviavel, impedindo eventuais cruzamentos. Sabe-se que as
temperaturas mais altas tanto antecipam o florescimento, quanto mantém a viabilidade
do pélen, bem como a quantidade de sementes viaveis na panicula (MOORE, 1987).

A umidade também tem grande participacdo na viabilidade do pdlen para todas
as plantas, em especifico para cana-de-acUcar. Quando observada a capacidade de
germinacdo do polen de uma inflorescéncia, € verificado que esta € bem reduzida nos
primeiros 20 min e ainda totalmente reduzida depois de 30 min, mas sua viabilidade
pode ser aumentada em até trés horas, dependendo da umidade do ar (MOORE, 1976
citado por MOORE, 1987). A viabilidade do pd6len € mantida com a umidade do ar acima
de 67% e a maxima germinacao ocorre em umidades acima de 85%.

Sabe-se que ha diferenca quanto a sensibilidade do podlen entre cultivares de
cana-de-acucar em relacdo as condi¢cbes ambientais adversas. Isto € muito observado
nos programas de melhoramento, quando cultivares em mesmas condi¢cdes ambientais
apresentam diferenca na viabilidade do pélen, ou ainda grande quantidade de polens
viaveis mesmo em condi¢cdes ambientais que o tornaria inviavel (baixa umidade relativa

do ar e temperaturas abaixo de 18 °C ou acima de 32 °C).



E necessério ressaltar a importancia de pesquisas com a viabilidade de pélen da
cana-de-acUcar, haja vista a baixa quantidade de estudos que abordam este tema de
forma especifica a ponto de fornecer informacdes para melhores condi¢cdes de

cruzamento e obtencao de sementes hibridas em quantidades adequadas.

Inducdo artificial do florescimento de cana-de-agucar

Para um programa de melhoramento de cana-de-agUcar, a abundéancia e
qualidade das flores é essencial, porém isto de nada adianta se ndo se conseguir bom
sincronismo do florescimento para a obtencdo de bons cruzamentos (SRIVASTAVA et
al., 2006).

A inducéo e sincronismo da floracdo de diferentes clones para a obtencao de um
cruzamento requer algumas requisitos tais como, o tempo de florescimento e condi¢des
ambientais adequadas para o florescimento de cada cultivar, instalacdes adequadas
para o avanco ou atraso da floragdo como também, o conhecimento dos efeitos do
atraso e antecipacdo do florescimento nas diferentes variedades. O conhecimento
destas informacfes se torna extremamente necessario para que se possa induzir o
florescimento de diferentes cultivares de forma sincronizada. Para isto deve-se
conhecer o comportamento das cultivares que serdo induzidas em um vasto niamero de
tratamentos fotoperiddicos. No Brasil, ainda ndo se conhece o fotoperiodo indutivo das
cultivares utilizadas nos programas de melhoramento, pois ndo ha trabalhos
desenvolvidos na area de sincronismo de florescimento em Camara de Fotoperiodo, em
condicdes artificiais.

Fotoperiodos artificiais podem fazer com que clones que atrasem o florescimento
naturalmente possam adiantar o florescimento (NUSS, 1978). Por hora, estudos
envolvendo o fotoperiodo indicam que o florescimento precoce é obtido quando plantas
de florescimento tardio séo transferidas para uma camara escura antes do por do sol
durante 15 min (MACCOLL, 1977). Assim, se propde que em latitudes equatoriais,

aonde o comprimento do dia natural, ndo chega a 12 h e 30 min, a iniciacédo precoce do



florescimento pode ser alcancada pela iluminacdo das plantas por 20 min antes do
amanhecer e, posteriormente, reducdo gradual do tempo entre a madrugada artificial e
natural antecipando a floracdo em algumas semanas (MOORE, 1957 citado por
MOORE & NUSS, 1987). Ainda, para induzir o florescimento na cana-de-acucar pode-
se fazer, em condi¢Oes artificiais, uma pequena diminuicdo de 30 a 60 segundos por dia
do fotoperiodo de aproximadamente 12h e 30 min (MOORE & NUSS, 1987; BERDING,
1995), ajustando para mais ou para menos o comprimento do dia para o local que se
deseja induzir o florescimento.

Com o uso do sincronismo do florescimento € possivel atrasar ou retardar o
florescimento das cultivares, apesar disso, os melhoristas que utilizam do sincronismo
para obter os cruzamentos de cana-de-acgUcar tém percebido que se tem mais sucesso
quando se atrasa o florescimento das cultivares de floracdo precoce do que quando se
tenta adiantar o florescimento de cultivares que florescem mais tardiamente (MOORE,
1987).

A utilizacdo de luzes artificiais (lampadas) que aumentem o comprimento do dia
pode atrasar o florescimento de cultivares precoces em florescimento, o0 que nao
ocorreria se estas fossem expostas a um fotoperiodo indutivo (BRETT & HARDING,
1974). Outro método muito utilizado por melhoristas para atrasar o florescimento de
cultivares de floracdo precoce é interromper o periodo de escuro com luz. MIDMOORE
(1980) interrompeu o periodo de escuro com 2 h de luz no meio da noite, impedindo o
florescimento que ocorreria em condi¢cdes fotoperiddicas naturais. Este mesmo
pesquisador percebeu que em fotoperiodo indutivo natural, o desenvolvimento da
panicula é bem mais rapido, porém, a viabilidade do pdlen é baixa e em condi¢cbes de
atraso do fotoperiodo indutivo se observa um lento desenvolvimento da panicula, com
alta viabilidade do pélen (ROACH, 1978 citado por MOORE, 1987).

Policruzamentos

Cada programa de melhoramento genético utiliza uma ou mais formas de

cruzamentos, sendo uns mais ou menos eficientes que os outros. Segundo alguns
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autores, existem mais ou menos 25 programas de melhoramento de cana-de-agucar
espalhados pelo mundo e cada melhorista tem desenvolvido seus proprios processos
de hibridacdo e selecdo por experiéncias adquiridas durante os processos de
melhoramento (LANDELL & BRESSIANI, 2008).

O policruzamento € um método bastante utilizado para plantas albgamas que
podem ser propagadas vegetativamente, como exemplo, a cana-de-acucar. No
policruzamento, 0 objetivo € arranjar os cultivares envolvidos no cruzamento, de forma
gue todos tenham a possibilidade de polinizar e serem polinizados ao acaso pelos
demais (BRAVO et al., 1981; BOREM & CAVASSIM, 1999). Para estes cruzamentos,
os cultivares envolvidos sdo colocados em um local isolado para que n&o ocorra
contaminacdo com pélen de plantas que ndo estdo no campo de policruzamento
(BOREM & CAVASSIM, 1999; LANDELL & BRESSIANI, 2008). Em cana-de-agutcar
este tipo de cruzamento foi desenvolvido no Havai com o objetivo de avaliar um grande
namero de genitores de modo mais rapido com baixo custo (WARNER, 1954 citado por
CABRAL, 2007).

Com o0 possivel intercruzamento de todos os gendtipos, aumentam-se as
chances de se obter novas combinacdes génicas e, consequentemente, aumentam-se
as possibilidades de selecéo de gendtipos favoraveis.

Em cana-de-acgucar, o policruzamento é utilizado por produzir um grande nimero
de sementes, e quando ndo se conhece a capacidade de combinagdo dos genotipos
utilizados como macho, além de ser um método mais barato, pois exige menores gastos
com a manutencao do cruzamento (menos solucdo, menos lanternas etc.). Com isto, o
policruzamento vem despertando a curiosidade dos melhoristas de cana-de-acucar a

fim de verificar sua viabilidade de emprego nos programas de melhoramento.

Microssatélites e teste de exclusdo de paternidade.

De acordo com FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998), marcador molecular pode

ser definido como todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou
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de um segmento de DNA que pode ou ndo corresponder a regides expressas do
genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre os marcadores moleculares se destacam os microssatélites (SSR). Os
microssatélites sdo compostos por sequéncias de 1 a 6 pares de bases, conhecidas
como motivos, que sao repetidas lado a lado (em tandem) (SAl et al., 1997; ZANE et al.,
2002). Os motivos podem ser compostos por uma Unica base (repeticdo de
mononucleotideo), duas bases (repeticbes de dinucleotideos), trés bases
(trinucleotideos), quatro bases (tetranucleotideos) e até seis bases (hexanucleotideos).

Embora, o nimero de vezes que o motivo se repete, geralmente seja variavel, a
sequéncia de bases adjacentes ao microssatélite pode ser singular e Unica no genoma
sendo conservada entre diferentes individuos da mesma espécie, possibilitando assim o
desenho de primers especificos para as sequéncias adjacentes a um dado
microssatélite (AMORIM, 2005) e sua amplificacdo através da reacdo em cadeia da
polimerase, PCR (Polymerase Chain Reaction).

O polimorfismo observado nos produtos oriundos da amplificacdo dos locos de
microssatélites entre diferentes individuos reflete a variagdo no nimero de vezes que 0
motivo se repete podendo ser separados em géis de agarose ou poliacrilamida.

A distribuicdo dos microssatélites nos genomas dos vegetais estd em uma
frequéncia de um a cada 50 mil pares de bases, sendo o elemento mais repetido o
dinucleotideo AT (MORGANTE & OLIVIERI, 1993).

Os microssatélites (SSR) possuem heranca Mendeliana e comportamento
codominante, permitindo assim a identificacdo de individuos homozig6ticos e
heterozigo6ticos na populacdo. Marcadores do tipo microssatélites tem sido utilizados
com sucesso para teste de paternidade ou exclusdo de paternidade em animais e
vegetais (MEAGHER & THOMPSON, 1986; MEAGHER, 1986; MCINTYRE E
JACKSON, 2001; MANIGBAS & VILLEGAS, 2004; PAN et al., 2006; TEW E PAN 2010).
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OBJETIVOS GERAIS

Estudo da fisiologia do florescimento e a viabilidade do pdlen para fins de

melhoramento de cana-de-agUcar

Objetivos especificos

- Estimar a taxa de autofecundacao de familias obtidas de um policruzamento
por meio de marcadores moleculares.

- Comparar a leitura da viabilidade do pdélen de gendtipos de cana-de-acuUcar por
meio de dois corantes com a germinacao do polen em meio de cultura

- Analisar o comportamento genétipos de cana-de-aclcar quando expostos a

diferentes tratamentos fotoperiodicos indutivos ao florescimento.
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CAPITULO 2- ESTIMATIVA DA TAXA DE AUTOFECUNDACAO POR MEIO DE
MARCADORES MICROSSATELITES EM UM POLICRUZAMENTO DE CANA-DE-
ACUCAR

RESUMO- A taxa de autofecundacdo estimada por marcadores microssatélites bem
como o0 seu impacto nas taxas de sobrevivéncia e selecdo foram avaliadas em familias
obtidas a partir de policruzamento composto por genitores (IACSP95-5000, IACSP91-
1099, SP89-1115, RB867515) muito utilizados no melhoramento de cana-de-agucar no
Brasil. O florescimento e o policruzamento foram realizados, em Ribeirdo Preto, SP em
condicbes naturais. ApOs o teste de germinacdo, as progénies que apresentaram
sementes viaveis (IACSP95-5000 e SP89-1115) foram levadas a campo para avaliacdo
da taxa de sobrevivéncia (4, 6 e 10 meses) e selecao para as caracteristicas fenotipicas
de desenvolvimento e sanidade. A taxa de autofecundacg&o obtida para a IACSP95-
5000 foi de 98,5% e de 0% para SP89-1115 com base em 44 e 28 marcadores
microssatélites, respectivamente. As taxas de sobrevivéncia nas duas Ultimas
avaliagOes e selecédo foram significativamente maiores nas progénies da SP89-1115
(cruzamento) em relacéo as da IACSP95-5000 (autofecundacéo). A influéncia ambiental
(temperatura e umidade) teve papel importante durante a realizacdo do policruzamento.
A cultivar IACSP95-5000 se sobressaiu tanto como doadora de polen com capacidade
de fecundacao, como na producdo de sementes viaveis nas condicdes ambientais de

Ribeirdao Preto.

Palavras chave: Saccharum spp., florescimento, grao-de-pélen, melhoramento.
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INTRODUCAO

O melhoramento genético da cana-de-acucar (Saccharum spp.) se inicia pelo
processo de hibridagcdo conduzido por meio de cruzamento bi-parental, em que sao
utilizados dois genitores, ou de policruzamento envolvendo um grupo de genitores.

O policruzamento € um método bastante utilizado para plantas albgamas que
podem ser propagadas vegetativamente, como exemplo, a cana-de-acucar. No
policruzamento, o objetivo € arranjar os cultivares envolvidos no cruzamento, de forma
gue todos tenham a possibilidade de polinizar e serem polinizados ao acaso pelos
demais (BRAVO et. al.,1981; BOREM & CAVASSIM, 1999). Em cana-de-acUcar, este
tipo de cruzamento foi desenvolvido no Havai com o objetivo de avaliar um grande
namero de genitores de modo mais rapido e com baixo custo (OLAOYE, 2001).

Para a realizacdo de um policruzamento é preciso conhecer, para cada cultivar
utilizado na hibridagéo, a capacidade das inflorescéncias de receber e doar pdlen,
caracterizando-as como receptoras (fémeas) ou doadoras (macho) de pdlen. Os
programas de melhoramento costumam utilizar os métodos de coloracdo de pélen com
corantes especificos, por fornecerem estas informac¢des de forma rapida, ja que o fluxo
de cruzamentos durante o processo de hibridacdo, em geral, € muito intenso.

O método mais utilizado nos programas de melhoramento no Brasil € o da
coloracdo por iodo, que consiste na maceracdo de anteras maduras em laminas no
microscopio com solucdo de iodo a 0,1 N. Este método se baseia na colora¢do do
amido, que na presenca da solucdo de iodo fica azulado, e assim acredita-se que estes
polens tenham condicbes de polinizarem e formarem sementes. Quanto maior a
guantidade de polens azulados em relagédo aos que permanecem amarelados, maior a
possibilidade da inflorescéncia ser doadora em condi¢cdes de cruzamento (MACHADO
JR., 1987).

Entretanto, a viabilidade do poélen da cana-de-agUcar apresenta-se muito
sensivel, ja na formagé&o da inflorescéncia, sendo os principais fatores de interferéncia a
umidade relativa do ar, que deve estar acima de 85% e a amplitude de temperatura,
gue nao pode ultrapassar os 32°C nem ficar abaixo de 18°C (MOORE, 1987; BERDING
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& MOORE, 2001). Além disso, a viabilidade do polen e o grau de deiscéncia das
anteras da cana-de-acUcar podem variar entre diferentes gendtipos (MCINTYRE E
JACKSON 2001), o que sugere que a amplitude de temperatura e umidade exigida,
pode variar de um cultivar para outro.

Marcadores do tipo microssatélites tem sido utilizados com sucesso para teste de
paternidade ou exclusdo de paternidade em animais e vegetais (RIDAY & KROHN,
2010; MORONI et al., 2008; SAHLI & CONNER, 2011) bem como na estimativa da taxa
de cruzamento (KITTELSON & MARON, 2000; MULUVI et al., 2004; SOENGAS et al.,
2011). A taxa de cruzamento, estimada por meio de marcadores moleculares, pode ser
utilizada para a verificacdo da disponibilidade do pdlen, pois identifica nas progénies a
eficiéncia do policruzamento, ou seja, se ocorreu participacdo efetiva de todos os
genitores tomados como doadores de pdlen.

Em cana-de-acucar, sdo poucos os trabalhos utilizando marcadores moleculares
para estimar a taxa de cruzamento ou autofecundagdo em familias derivadas de
cruzamentos bi-parentais ou de policruzamentos (MCINTYRE & JACKSON, 2001; PAN
et al.,, 2006; TEW & PAN, 2010). Marcadores do tipo RAPD (Random Amplification
Polymorphism DNA) foram utilizados para estimar a taxa de autofecundac&o, em oito
familias derivadas de cruzamentos bi-parentais do Programa de Melhoramento da
Austrélia, as quais variaram de 0 a 17,6% (MCINTYRE & JACKSON, 2001). TEW &
PAN (2010) utilizaram marcadores moleculares do tipo microssatélites para identificar
0s genitores masculinos das progénies originadas de policruzamentos,
complementando as informacdes de pedigree das progénies obtidas para futuros
cruzamentos.

O conhecimento da taxa de autofecundacédo, quer seja de familias oriundas de
cruzamentos biparentais ou de policruzamentos, € de fundamental importancia nos
Programas de Melhoramento, para permitir uma correta avaliagdo do comportamento
da familia e consequentemente, da estimativa do valor de melhoramento dos genitores
envolvidos no respectivo cruzamento (MCINTYRE & JACKSON, 2001).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi estimar a taxa de autofecundacgéo de

familias obtidas de um policruzamento composto por genitores muito utilizados no
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melhoramento de cana-de-agUcar no Brasil, assim como avaliar o seu impacto nas
taxas de sobrevivéncia e selecéo das progénies obtidas.
MATERIAL E METODOS

Material

Neste trabalho foram utilizados os genétipos: IACSP95-5000, SP89-1115,
RB867515 e IAC91-1099 retirados de canavial de primeiro corte com aproximadamente
10 meses de idade. O florescimento ocorreu em condi¢des naturais, no ano de 2009, no
Centro de Cana (IAC) em Ribeirdo Preto-SP.

O ano de 2009 apresentou com 14 dias com temperaturas maiores que 18 °C e
menores que 31 °C resultando em um ano de 58% probabilidade de florescimento
(PEREIRA, 1985) .

Policruzamento

Os colmos com inflorescéncia foram etiguetados com 0s nomes das respectivas
cultivares e coletados para retirada das folhas e flores abertas. A predicdo da
viabilidade do pdlen das inflorescéncias foi realizada pela coloragdo do grédo de pdlen
com solucdo de iodo (0,1N), com posterior leitura em microscopio do percentual de
graos de podlen azulados (doadora) ou amarelados (receptora) segundo MACHADO JR.
(1987). De acordo com o percentual de pdélen azulado foram dadas as notas de 1
(100%) a 9 (0%), sendo aquele cultivar de nota 1 utilizado como macho e 9 como
cultivar fémea. As cultivares IACSP95-5000, IAC91-1099, SP89-1115 e RB867515
apresentaram respectivamente as seguintes notas de viabilidade, 1 (doadora), 3
(doadora), 8 (receptora) e 4 (doadora), tornando possivel a realizacdo do

policruzamento.
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Os colmos foram levados para local isolado e colocados em um mesmo balde de
plastico com solugéo &cida (150ppm SO,, 75ppm H3POg4, 37ppm H,SO,4, 37ppm HNO3)
segundo Mangelsdorf (1966). Para manter a composicao da solugéo foi acrescentado,
diariamente, 10% do volume do balde de SO, com renovacdo da mesma, a cada 72 h
(LIU, 1965; MANGELSDOREF, 1966). No 14° dia, as inflorescéncias foram encapsuladas
com sacos de tecido poroso (TNT) e apos 21 dias as espiguetas foram retiradas da rafis
de cada cultivar e colocadas em sacos em tambor fechado com silica durante sete dias
para retirada da umidade e término da maturacdo das sementes. ApGs uma semana, as
sementes foram colocadas em estufa na temperatura de 32 °C + 1 para completa
secagem e posterior beneficiamento. Durante os 21 dias do policruzamento as
temperaturas maximas e minimas, bem como a umidade do ar pela manha e tarde
foram monitoradas, sendo os dados anotados todos os dias. O registro da umidade
mais baixa durante este periodo foi de 36% e a mais alta de 89%. Para a temperatura, a

menor foi de 17°C e a maxima de 28°C.

Teste de germinacéo, semeadura das sementes e individualizacao das progénies

Para o teste de germinacao, retirou-se uma amostra de 0,5g do peso total de
sementes produzidas por cada cultivar e colocada em caixa do tipo Gerbox contendo
meio a base de agua, agar-agar e carvao ativado e mantidas em camara de germinacao
tipo B.O.D com temperatura de 30 °C + 1 °C, por um periodo de 7 dias. As sementes
remanescentes (progénies) provenientes de cada parental que apresentaram
viabilidade pelo teste de germinacao foram semeadas em caixas plasticas (50 x 30 cm)

contendo substrato Plantmax ©

, permanecendo por 30 dias. Posteriormente, as
plantulas foram individualizadas em tubetes para plantio a campo em espacamento de 1

m entre linhas e 0,5 m entre plantas.

Taxa de sobrevivéncia e porcentagem de selegéo
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A avaliacdo da taxa de sobrevivéncia foi realizada em trés épocas (4, 6 e 10
meses) apos o plantio a campo considerando em cada época a porcentagem de plantas
vivas em relacdo ao numero total de progénies de cada familia.

A porcentagem de selecdo foi estimada nas familias aos dez meses apds o
plantio, a partir de selecdo massal de plantas sadias e com bom perfilhamento. A
porcentagem de plantas selecionadas, em relagdo ao numero total de progénies de

cada familia, resultou na porcentagem de selecéo.

Estimativa da taxa de autofecundacgao por marcadores moleculares

Extracao do DNA e amplificacdo dos SSRS

O DNA foi extraido a partir do tecido foliar de acordo com o protocolo de AL-
JANABI et al. (1999). As reagOes de PCR foram efetuadas em um volume final de
reacdo de 15 ul contendo 40 ng do DNA molde, 0,2 uM de cada par de primer (forward
e reverse), 100 uM de cada dNTP, 2,0 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, e 0,5
unidade de Taq DNA polimerase. O programa de amplificacdo constituiu de uma
desnaturacao inicial & 94 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos, cada ciclo contendo uma
etapa de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, temperatura de anelamento especifica para
cada par de primer (forward/reverse) por 30 s, extensdo a 72 °C por 30 s, e um ciclo
final & 72 °C por 3 min. Os produtos da amplificacdo foram misturados com tampé&o
formamida (98% formamida; 10 mM EDTA,; 0.025% azul de bromofenol; 0.025% xilene
cyanol) na proporcdo (2 tampdo :1 amostra) e desnaturados & 95 °C por 5 min. As
amostras foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 6%
utilizando ladder de 10 bp como marcador de peso molecular. As bandas foram
reveladas pela coloracdo com prata de acordo com o protocolo estabelecido por
CRESTE et al. (2001).
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Os pares de primers utilizados nas progénies da cultivar IACSP95-5000 foram
SCB312, SCB436, SCB381 e SCCO1 (PINTO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2010), e
para as progénies da cultivar SP89-1115 foram SMC31CUQ, SMC2017FL,
SMC1047HA (PAN, 2006), SCA48 e SCCO1 (PINTO et al., 2004). Os pares de primers
foram escolhidos por apresentarem boa resolucéo e polimorfismo. Porém alguns pares
de primers utilizados primeiramente nas progénies da cultivar SP89-1115, né&o
apresentaram boa resolucdo de banda nas progénies da cultivar IACSP95-5000, o que

poderia causar equivocos na genotipagem, desta forma, estes foram substituidos.

Andlise dos dados moleculares

Os marcadores foram genotipados com base na sua presenca (1) e auséncia (0)
para cada um dos pares de primers de microssatélites avaliados. Para a estimativa da
taxa de autofecundacdo de cada familia de policruzamento foi realizado o teste de
exclusdo de paternidade considerando apenas os marcadores presentes nas progénies
e ausentes no respectivo genitor feminino e, portanto, herdados do genitor masculino. A
similaridade genética dentro das familias foi estimada de acordo com o coeficiente de
Jaccard utilizando o Programa NTSYS-PC, versédo 2.0 (Exeter Software, NY, E.U.A;;
ROHLF 1993).

Andlise estatistica dos dados fenotipicos

A andlise estatistica utilizada para taxa selecéo, sobrevivéncia e germinacao foi a

do intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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RESULTADOS

Teste de germinagéo

O teste de germinacdo para as sementes obtidas no policruzamento indicou
viabilidade apenas para as cultivares SP89-1115 e a IACSP95-5000. O resultado da
germinacdo foi de 7 plantulas/0,5g de sementes para SP89-1115 e 18 plantulas/0,5g de
sementes para a IACSP95-5000. O intervalo de confianca a 95% de probabilidade
mostrou pequena sobreposicéo (Tabela 1).

Tabela 1. Peso em gramas (g) e teste de germinacao (individuos/0,5g de sementes)

das sementes obtidas no policruzamento.

Peso das T.G.
Cultivares ) I.C. (95%) N° de plantulas
Sementes (Q) (ind./0,59)
remanescentes

SP89-1115 2,58 7 [1.10 a 10,89] 24
IACSP95-5000 5,38 18 [9,93 a 21,00] 133

IAC91-1099 3,62 0

RB86-7515 2,36

T.G: teste de germinacéo; I.C. : Intervalo de Confianga;

As cultivares SP89-1115 e IACSP95-5000, ap6s o plantio das sementes
remanescentes (2,08 g e 4,88 g) deram origem a 24 e 133 individuos respectivamente,
as quais foram utilizadas para a estimativa da taxa de autofecundacédo por marcadores

moleculares.
Taxa de sobrevivéncia e porcentagem de selecao
As progénies proveniente da cultivar SP89-1115 apresentaram taxa de

sobrevivéncia de 100% nas duas primeiras avaliacdes e de 95,83% nha Ultima avaliacéo,

nao diferindo significativamente no intervalo de confianca a 95% de probabilidade, entre
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as duas ultimas avaliacdes. Para as progénies provenientes da cultivar IACSP95-5000
a taxa de sobrevivéncia foi de 98,48% na primeira avaliagdo, 86,36% na segunda e
82,57% na ultima. Para esses individuos, a reducdo da sobrevivéncia foi significativa
entre as avaliacoes (Figura 1).

Comparando os resultados para cada avaliacdo, entre as familias oriundas das
cultivares SP89-1115 e IACSP95-5000 verifica-se que a taxa de sobrevivéncia diferiu
significativamente pelo intervalo de confianca a 95% de probabilidade na segunda e na
terceira avaliacdo. A porcentagem de selecdo obtida para a familia da cultivar SP89-
1115 foi maior (78,26%) do que a obtida para a IACSP95-5000 (28,18%) diferenciando

significativamente pelo intervalo de confianca a 95% de probabilidade (Figura 1).

Figura 1.Avaliacdo das progénies de cana-de-acucar do policruzamento em condi¢cfes
de campo. A.Taxa de sobrevivéncia obtida em trés avaliagcdes (4, 6 e 10
meses). B. Porcentagem de selecdo aos 10 meses P1. Progénies da cultivar
SP89-1115. P2. Progénies da cultivar IACSP95-5000.

Estimativa da taxa de autofecundacéo.

Para a estimativa da taxa de autofecundacdo da cultivar SP89-1115 foram

necessarios 6 pares de primers de microssatélites (SSRs) os quais geraram um total de
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64 marcadores entre as progénies deste cultivar e as cultivares envolvidas no
policruzamento. Considerando apenas 0s marcadores presentes nas progénies e
ausentes no genitor feminino (SP89-1115), os quais, totalizaram 28 marcas, foi possivel
identificar 22 individuos oriundos de cruzamento (91,6%) com 0s genitores presentes no
policruzamento e 2 contaminantes, ou seja, individuos cujos marcadores nao estavam
presentes em nenhum dos genitores masculinos considerados no policruzamento
(Tabela 2).

Tabela 2. Marcadores ausentes na cultivar de cana-de-aglcar SP89-1115 e presentes
nas progénies da SP89-1115 e genitores do policruzamento. P1: IACSP95-
5000; P2: IAC91-1099 e P3: RB86-7515.

Marcas P1 P2P3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
31cUQ1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31cuUQ2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31cUQ3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31cUQs i 1

201711 1 1

2017f12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

201713 1 1 1 1 1 1 1

2017fl4 i

201719 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2017f111

SCA48.2 1 1

ScA48.4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
sScB312.4 i

SCB312.9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
scB312.11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SCB312.13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SCB312.14 i

SCB436.6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

SCB436.8 i
SCB436.10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SCcco1.2 1 1
scco1.3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SCcCo1.4 i

SCcco1.5 1

sccoi6 1 1

sScco1.7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1
scco1.8 1*
SCCo01.9 1%

Total 16 1311 9 8 6 8 9 9 6 8 6 5 7 610 7 9 7 10 10 6 7 8 6 9

Sublinhados representam marcas presentes nos possiveis pais que ndo estdo nas progénies. Asterisco representa

individuos contaminantes.
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Com base neste resultado, a taxa de autofecundacéo para a cultivar SP89-1115
foi de 0%, uma vez que todos os individuos apresentaram, na totalidade dos
marcadores avaliados, pelo menos um marcador ausente no genitor feminino. De
acordo com os dados apresentados na Tabela 2, verifica-se que, com excecédo das
progénies 23 e 24, as demais sao filhas da IACSP95-5000.

Para as progénies provenientes da cultivar IACSP95-5000, os 4 pares de primers
de microssatélites utilizados geraram um total de 44 marcadores entre sua respectiva
progénie e demais genitores presentes no policruzamento. A partir da selecdo de 24
marcadores presentes apenas entre 0s provaveis genitores masculinos envolvidos no
policruzamento e ausentes na IACSP95-5000 foi possivel excluir a possibilidade de
cruzamento de 131 dos 133 individuos avaliadas. A taxa de autofecundacdo para a
IACSP95-5000 foi de 98,5% e, consequentemente, a de cruzamento foi de 1,5%.

Para as progénies da cultivar SP89-1115, os valores da similaridade genética
variaram de 41,5% a 73% sendo que a similaridade genética média entre as progénies
foi de 53% e a similaridade genética média das progénies e a SP89-1115 foi de 55,7%.
Para as progénies da cultivar IACSP95-5000 os valores de similaridade genética média
variaram de 52,9% a 100% com uma similaridade média entre as progénies de 80,70%
e uma similaridade média das progénies e a IACSP95-5000 de 80,9% (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de similaridade genética para as progénies de cana-de-agucar
derivadas, respectivamente das cultivares SP89-1115 e IACSP95-5000.

Progénies SG(min) SG (max) SGp SGpg
SP89-1115 0,415 0,73 0,529 0,557
0,529 1 0,807 0,809

IACSP95-5000

SG(min): similaridade genética minima; SG(max): similaridade genética maxima; SGp: similaridade genética média entre progénies;

SGpg: similaridade genética média entre progénies e o genitor feminino.
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De acordo com a distribuicho da frequéncia das progénies em relacdo a
similaridade genética (Figura 2), verifica-se que as progénies da SP89-1115 se
concentraram na classe de 60% de similaridade genética, enquanto as da IACSP95-
5000, na classe de 90% de similaridade genética, condizente com o tipo de familia

obtido, respectivamente, de cruzamento e de autofecundacéo.

70
60
50
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30 | B Progenie |ACSP95-5000
20 | Progenie SP89-1115
10 I

o | |

o4 05 06 07 08 09 1

Frequenciadas Progenies

Classes de Similaridade Genética

Figura 2. Distribuicdo de frequéncia das progénies da cultivar IACSP95-5000 e SP89-

1115 em relacao a similaridade genética.

DISCUSSAO

A cana-de-acucar € considerada uma espécie alogama e a presenca de
inflorescéncias hermafroditas permite a ocorréncia de progénies de autofecundacéo, as
quais, atualmente podem ser identificadas pelo uso de técnicas moleculares. De fato,
no presente trabalho, o uso de marcadores moleculares do tipo microssatélites permitiu

com sucesso, a identificacdo de individuos de autofecundacdo e de cruzamento
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derivadas de um policruzamento envolvendo quatro genitores, e, consequentemente, a
estimativa da taxa de autofecundacdo e do seu complemento, a taxa de cruzamento,
em condi¢Bes naturais de florescimento. Além disso, ficou evidente a importancia das
notas atribuidas aos genitores no processo de identificacdo das inflorescéncias para
sua definicAo como doador e/ou receptor de polen, como também a importancia da
utiizacdo de genitores masculinos com notas para viabilidade de pdlen néo
demasiadamente contrastantes no planejamento de um policruzamento.

Pelos resultados obtidos ocorreu participacdo efetiva dos graos de pdlen da
cultivar IACSP95-5000, cuja quase totalidade (98,5%) de sua progénie foi de
autofecundacdo, sendo esta cultivar também doadora de pdélen para a maioria das
progénies (91,6%) oriundas da SP89-1115. Este resultado foi corroborado tanto pela
alta similaridade genética média entre as progénies da IACSP95-5000, como pela alta
similaridade genética média das progénies com a propria IACSP95-5000, o que
contrasta com o observado em relacdo a SP89-1115 na mesma comparacao. Ainda,
trés progénies oriundas da cultivar IACSP95-5000, apresentaram-se iguais na avaliagao
da similaridade genética (100%) com a genitora IACSP95-5000, o que nao descarta a
possibilidade de apomixia. Tal possibilidade podera ser investigada futuramente pela
utilizacdo de um maior nimero de marcadores moleculares, uma vez que, a apomixia
esta frequentemente associada as espécies poliploides (ASKER & JERLING, 1992; LO
et al., 2009) como a cana-de-agucar.

A forma de realizacdo da identificacdo da participacdo das inflorescéncias como
receptora ou doadora por meio da coloragéo do gréo de pdlen por iodo, mesmo sendo a
mais utilizada por programas de melhoramento de cana-de-aclucar (MCINTYRE &
JACKSON, 2001), ndo deve ser considerada a melhor maneira de se avaliar a
viabilidade do pdlen, principalmente, por se basear na sua reserva, 0 que nao garante
sua efetiva germinacgéo, superestimando a viabilidade do mesmo (RODRIGUEZ-RIANO
& DAFNI, 2000). Desta forma, as notas de viabilidade de pélen atribuidas para as
inflorescéncias envolvidas no policruzamento pode ter sido equivocada, principalmente
referindo-se as notas 3 e 4 atribuidas respectivamente para as cultivares IAC91-1099

(doadora) e RB86-7515 (doadora). E importante ressaltar que ndo somente a
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viabilidade do polen observada na coloracdo do pélen é relevante quando se pretende
estabelecer um policruzamento, mas também a temperatura e a umidade devem ser
adequadas, ja que as cultivares podem ter respostas muito especificas quanto a
viabilidade em diferentes condi¢cOes, haja vista a baixa quantidade de sementes
produzidas no policruzamento, o que provavelmente ndo aconteceria em condicdes
ideais de temperatura e umidade.

A cultivar IACSP95-5000 se apresentou menos sensivel a estas condi¢des, uma
vez que indicou viabilidade de pélen de 100% em Ribeirdo Preto, onde no periodo de
florescimento da cana a umidade é baixa e as temperaturas noturnas encontram-se
abaixo de 18°C, condicdes essas que inviabilizam o grdo de pdlen da maioria das
cultivares (BERDING, 1981; MOORE, 1987). Além disso, o monitoramento das
condicbes climéaticas durante a execucdo do policruzamento indicou temperaturas
minimas de 17°C para alguns dias, além de umidades abaixo de 85% em quase todo o
periodo, e mesmo assim, este cultivar se sobressaiu perante aos outros na doacao de
polen, indicando sua menor sensibilidade a condi¢cdes adversas.

As inflorescéncias da cana-de-acUcar variam em cores, tamanhos e formas
devido a diferengca genética entre as cultivares ou ainda pelas condi¢cdes de
temperatura durante a inducéo e emisséo da panicula (RYLE & LANGER, 1963; HEIDE
1982). Entretanto, a variagdo nas cultivares ndo aparece somente nestas
caracteristicas, mas também na quantidade de poélen produzida, observada quando se
faz a contagem de polens em um foco na lamina do microscopio a fim de obter a nota
de viabilidade de pdlen.

A cultivar IACSP95-5000, de nota 1 de viabilidade de pélen (100%) produziu
visivelmente uma grande quantidade de pdlen em comparacdo com as outras cultivares
(dados néo apresentados) que ja possuiam menor quantidade de polens viaveis (notas
maiores). As notas dadas as inflorescéncias, como informado anteriormente, se baseia
na propor¢do de polens azulados para o total de polens presentes na lamina de
microscopio (foco), ndo tomando por base a quantidade de polens produzidos nas
inflorescéncias. Isto implica que cultivares de notas para viabilidade de pdlen diferentes

(proporcdes diferentes) podem ter a mesma probabilidade na fecundacdo de outras
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cultivares, ou ainda ocorrer um aumento na taxa de autofecundacdo. Assim, as
cultivares RB86-7515 e a IAC91-1099, poderiam estar em desvantagem, em termos de
guantidade de podlen, perante a IACSP95-5000. Com isto, seria interessante nao
somente avaliar o pélen das inflorescéncias pela nota de viabilidade (receptoras e
doadoras), mas também pela quantidade de podlen produzida, pois aquelas que
produzem menos que outras devem ser compensadas, no cruzamento, com um maior
namero de inflorescéncias.

A baixa producdo de sementes viaveis para ambas as cultivares (RB86-7515 e a
IAC91-1099) pode ser atribuida a diversos fatores entre eles: a baixa quantidade de
polens vidveis envolvida no policruzamento, uma vez que apenas uma cultivar estaria
contribuindo para a fecundacao; temperaturas nao ideais para a germinacéo; umidade
abaixo de 85%; entre outros (BERDING, 1981; MOORE, 1987). Por outro lado, a nédo
viabilidade encontrada nas sementes das cultivares 1AC91-1099 e RB86-7515, a
principio, pode estar ligada a incompatibilidade com o pdélen das outras cultivares
(cromossOmica) ou ainda a sensibilidade da parte feminina das flores as condi¢des nao
ideais de realizacdo do policruzamento (BABU, 2010). A hipétese de incompatibilidade
pode ser descartada, uma vez que ja foram obtidas sementes viaveis entre estas
cultivares e a IACSP95-5000, em condic¢Oes ideais para cruzamento, no Brasil (MAURO
A. XAVIER comunicagdo pessoal, 2011). A hipétese mais coerente pode ser a de
sensibilidade da parte feminina pelas condi¢cbes desfavoraveis de temperatura e
umidade.

Em relagdo a taxa de sobrevivéncia, comparando as progénies de
autofecundacao (oriundas da IACSP95-5000) com as de cruzamento (oriundas da
SP89-1115) observa-se que, nas duas ultimas avaliacdes (6 e 10 meses) a taxa de
sobrevivéncia foi maior para as progénies oriundas de cruzamento. De fato, em plantas
alégamas, a autofecundacao pode levar a depressdo por endogamia, ou seja, a perda
de vigor na descendéncia ocasionada pelo aparecimento de genes deletérios e letais
em condicdo homozigética podendo ocasionar a morte de alguns individuos
(FALCONER & MACKAY 1997).
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Para a porcentagem de selecdo foram escolhidas as plantas consideradas
sadias, com bom desenvolvimento e perfilhamento, ndo levando em consideracdo as
caracteristicas produtivas, principalmente pela idade das plantas (10 meses). As
progénies de cruzamento (oriundas da SP89-1115) apresentaram maior porcentagem
de selecdo em relacdo as progénies de autofecundacdo (IACSP95-5000) as quais
apresentaram-se bem menos desenvolvidas e doentes. Resultado semelhante foi
relatado por Silva e Gongalves (2011), estudando a segregacao na primeira geracao de
cultivares de cana-de-acucar autofecundadas, em que, nao foi observado perda geral
nos atributos de producao (brix e pol), mas uma forte depresséo por endogamia para as

caracteristicas de desenvolvimento da planta (altura e massa dos colmos).

CONCLUSOES

De forma geral, pode-se concluir que a cultivar IACSP95-5000 se caracteriza
como uma boa doadora de pdlen nas condi¢cdes de Ribeirdo Preto, se comparada as
outras cultivares aqui estudadas. Também, perante os resultados deste trabalho, a
cultivar SP89-1115 mostrou-se receptora de polen mesmo em condi¢bes ruins de
temperatura e umidade. Com isso, notamos que a condi¢do climatica de Ribeirdo Preto
foi um fator limitante na execucéo do policruzamento, haja vista a baixa quantidade de
sementes viaveis produzidas (baixo numero de progénies), bem como a participacéo
exclusiva da cultivar IACSP95-5000 na fecundacao e formacao destas. Isto implica que
mesmo obtendo pdlen vidvel nas condi¢cdes naturais, a germinacdo pode ficar
comprometida em condicbes desfavoraveis durante o cruzamento. Estes fatores
poderdo ser minimizados com a utilizacdo da camara de fotoperiodo, recentemente
construida, em Ribeirdo Preto, onde os fatores ambientais que regem o florescimento e
a viabilidade do podlen sédo controlados, tanto na inducdo e formacdo das paniculas
como no momento do cruzamento. Além disso, a possibilidade de hibridacdo natural de
cana-de-agucar em Ribeirdo Preto-SP existe, porém a taxa de cruzamento e a

viabilidade das sementes formadas sdo muito baixas.
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CAPITULO 3- COMPARACAO ENTRE DOIS METODOS DE COLORACAO PARA
VIABILIDADE DE POLEN EM INFLORESCENCIAS DA CANA-DE-ACUCAR.

RESUMO- O objetivo deste trabalho foi comparar a leitura da viabilidade do
pélen por dois métodos de coloracdo executados em diferentes horarios. Para isso foi
avaliada a viabilidade polinica de quatro gendtipos de cana-de-acucar com dois
corantes em trés horarios diferentes (6, 8, 9 h) bem como a germinagédo do pdlen em
meio de cultura. Para cada gendétipo, trés anteras maduras foram maceradas em lamina
de microscépio com uma gota do respectivo corante (iodo 0,1N e azul de lactofenol) e a
porcentagem de viabilidade obtida em microscépio foténico (250x). Esta foi comparada
com a germinacgdo do polen em meio de cultura constituido de 4gua de chuva, sacarose
(300 g/L) e agar-agar (10 g/L) em placa de petri onde uma raquis de cada genatipo foi
agitada suavemente. Foram realizadas trés repeticdes para cada gendtipo sendo que
essas permaneceram em temperatura de 25°C e umidade do ar em torno de 95% por
30 min. Os dados foram comparados entre si pela analise de variancia, pelo teste F
(99% de probabilidade) e pelo teste t (95% de probabilidade). Os resultados
apresentados revelam que o corante azul de lactofenol mostrou-se mais sensivel a
queda da viabilidade do pdlen que ocorre naturalmente em cana-de-acucar,
diferentemente do corante de iodo. O corante de iodo se mostra mais estavel e de mais
facil leitura em relagdo ao lactofenol para a classificacdo das inflorescéncias sendo
possivel a leitura em qualquer um dos horarios avaliados. Ambos o0s corantes,
superestimaram a viabilidade fornecida pela germinacdo em meio de cultura, quando

realizada a leitura as 6 h.

Palavra-chave: lodo, Lactofenol, germinacdo do polen, hibridacao,

melhoramento.
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INTRODUCAO

As flores de cana-de-aglcar sdo hermafroditas, porém suas quantidades de
polen viaveis podem variar entre as inflorescéncias. A ocorréncia deste fato esta ligada
a fatores internos e externos, como o genétipo e condicbes ambientais diferentes na
emissdo das inflorescéncias. Desta forma, algumas inflorescéncias apresentam grande
quantidade de polen estéril (BRETT & HARDING, 1974; BERDING, 1981).

Em qualquer programa de melhoramento de cana-de-acglcar é essencial o
conhecimento da capacidade da inflorescéncia de um gendtipo em doar pélen. Isto é
extremamente importante quando se deseja realizar cruzamentos para obtencao de
sementes, onde uma inflorescéncia comporta-se como doadora e a outra somente
como receptora (formadora de sementes) (BULL & GLASZIOU, 1975; CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011; MC INTYRRE & JACKSON, 2001).

Além da classificacdo das inflorescéncias como doadora e/ou receptora, a
viabilidade do polen é essencial para a realizacdo do cruzamento. Os métodos
utilizados nos programas de melhoramento para identificar a viabilidade do pdlen dos
gendtipos, vém apresentando problemas que s&o visiveis no momento do teste de
germinacéo (diminuicdo da porcentagem de germinacao) realizado para verificacao da
efetividade dos cruzamentos (AMAYA, 1986). Além de outros fatores genéticos, a
pequena participacdo de podlen vidveis no cruzamento exerce grande influéncia na
diminuicdo da porcentagem de germinacdo, podendo estar relacionada com a
ineficiéncia na pratica de classificacdo das inflorescéncias, que precede a realizagdo do
cruzamento, como receptoras e doadoras.

No Brasil, entre os métodos mais utilizados entre os melhoristas de cana-de-
acucar esta o metodo de coloragdo com iodo, que colorem de azul escuro os polens
considerados viaveis (MACHADO JR, 1987). Este método tem por caracteristica a
facilidade e rapidez em se classificar as inflorescéncias em doadoras e receptoras de
polen por meio da leitura em microscopio (PEDERSEN et al., 2004). Ele se baseia na
coloracdo do amido presente no pélen (no entanto este ndo é o Unico fator limitante na

germinacdo do tubo polinico) e por isto a confianca no método vem sendo muito
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criticada entre os pesquisadores. Entretanto, por ser um método de baixo custo o
mesmo vem sendo utilizado por muitos anos no Brasil.

De fato, a busca por métodos mais precisos e com a mesma rapidez da
coloracéo do iodo seria muito importante para cruzamentos de melhor qualidade, o que
garantiria sementes hibridas pela participacéo efetiva do pdélen e um nimero desejavel
de sementes por paniculas.

Em algumas culturas, como a do milho, o emprego de outro corante, denominado
Azul de lactofenol, vem sendo utilizado com a finalidade se observar a viabilidade do
pélen e obter uma predicdo sobre a ocorréncia da fecundacdo na espiga, e
consequentemente a futura formacdo de sementes. Este corante vem sendo muito
utilizado para estudos de botanica e viabilidade de pdlen de diferentes espécies
(ASGHARI, 2000; KELLY et al., 2002; VIZINTIN & BOHANEC, 2004; MANOHAR &
MURTHY, 2011).

O meétodo do Azul de lactofenol se baseia na coloragédo do citoplasma denso de
células vivas, tornando os mesmos azuis, ndo colorindo aqueles que ndo possuem
citoplasma ou o contem em baixa quantidade (RADFORD et al., 1974).

E necessario ressaltar a importancia do horéario da leitura da viabilidade do pélen
de uma inflorescéncia j4 que € de conhecimento dos melhoristas que essa viabilidade,
no caso da cana-de-acUcar, é sensivel a temperatura e umidade, sendo as primeiras
horas da manha (temperaturas amenas e alta umidade) o melhor horario para se notar
a viabilidade maxima do poélen nas inflorescéncias (BERDING, 1981; MOORE & NUSS,
1987; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). De fato, nos programas de
melhoramento, muitas vezes pelo grande nimero de cruzamentos realizados em um
anico dia, estas primeiras horas da manha podem néao serem suficientes para classificar
todas as inflorescéncias, 0 que pode acarretar em erros nesta classificacao.

Muitos trabalhos realizados com corantes (VIZINTIN & BOHANEC, 2004;
MANOHAR & MURTHY, 2011) mostram que embora seja um procedimento bem
simples e de baixo custo este pode ndo fornecer informagdes sobre a capacidade de
germinacdo do polen, ou seja, a viabilidade real, a qual pode ser obtida por meio de

testes de germinacédo em meios de cultura.
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi comparar a leitura da viabilidade do
pélen de quatro gendtipos de cana-de-aglcar por meio de dois corantes em trés
horarios diferentes (6, 8, 9 h) com a germinac¢édo do pdélen em meio de cultura a fim de
verificar o melhor corante e horario de leitura para utilizacdo nos programas de

melhoramento de cana-de-acgUcar.

MATERIAL E METODOS

Material

Para a realizacdo do experimento foram coletados quatro diferentes gendtipos
florescidos disponiveis no jardim varietal da estacdo de hibridacdo do Instituto
Agronémico de Campinas, localizada em Urucuca no Estado da Bahia, Brasil. Estes
gendtipos apresentavam a mesma idade e mesmo tempo de florescimento estando
aproximadamente 15% de suas flores ja abertas.

Estes materiais ap0s a coleta foram levados para local isolado onde foram
mantidos em solugéo acida segundo MANGELSDORF (1966) (150 ppm SO,, 75 ppm
HsPOg4, 37 ppm H,S0O,4, 37 ppm HNO3) sendo que cada gendtipo permaneceu em um
balde distanciados por 1,5 m entre si. Esta solu¢cdo conserva as inflorescéncias e
mantém a viabilidade do polen (HEINZ & TEW, 1987).

Avaliacado da viabilidade do pdlen

Para verificar a viabilidade do pdlen das inflorescéncias de cada gendtipo foram
realizados a principio dois métodos. Primeiramente, foi verificada a porcentagem de
viabilidade por meio de dois métodos de coloracdo em trés horérios diferentes (6h, 8h e
9h) utilizando o corante iodo na concentracdo de 0,1 normal (MACHADO JR., 1987) e
azul de lactofenol preparado de acordo com RADFORD et al. (1974). E importante

ressaltar que os horarios de leitura da viabilidade do pélen por meio desses corantes
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foram escolhidos com base na rotina da maioria dos programas de melhoramento, que
comeca a ser realizada por volta das 6 horas da manha.

Trés anteras maduras (logo abaixo de flores abertas) foram maceradas com as
respectivas solu¢cdes em lamina e observadas em microscépio 6tico (aumento de 250X)
para leitura do percentual de polens viaveis. Para cada genoétipo e corante testado
foram preparadas trés laminas em cada horario diferente. A leitura da viabilidade com o
corante de iodo utilizou-se a metodologia empregada por Machado Jr. (1987) onde
polens corados em azul foram considerados viaveis e os amarelados inviaveis. Na
leitura por meio de coloracdo com lactofenol, os polens considerados viaveis ficaram
também corados em azul enquanto os inviaveis, branco (RADFORD et al., 1974;
ASGHARI, 2000). O método de varredura foi utilizado até se alcancar o nimero total de
100 grdos de polen por lamina, em microscopio foténico (250X de aumento) e em

seguida determinada porcentagem de polens viaveis para cada corante.

Teste de germinagao do gréo de pélen em meio de cultura

O método utilizado para comparar com os corantes foi o da germinagéo do pélen
em meio de cultura. Este experimento foi realizado as 5 horas da manh&, pois é o
momento em que ocorre a maior viabilidade do pdélen em cana de agucar. O meio foi
constituido de 4gua de chuva, agar-agar e sacarose (CTC, comunicacdo pessoal), nas
seguintes concentracdes: 300g/litro de sacarose e 10g/litro agar-agar. Este meio foi
despejado em placas de petri, cada uma dessas recebeu pdlen de gendtipo exclusivo.
Para liberacdo do pdlen no meio de cultura, uma raquis de cada gendtipo foi agitada
suavemente acima da placa de petri (todas as raquis utilizadas possuiam flores no
mesmo estagio de desenvolvimento). Foram realizadas trés repeticbes para cada
genotipo em temperatura de 25°C e umidade do ar em torno de 95% por 30 min. A
contagem da porcentagem de polens germinados foi realizada em microscépio fotdnico
(aumento de 250X) apds 30 min da instalacdo do experimento de germinagéo, onde se

obteve a porcentagem de polens germinados por meio da contagem de 100 polens ao
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acaso por placa (varredura). Somente foram considerados germinados aqueles que

apresentavam tudo polinico maior que o diametro do pélen (WANG et al., 2004).

Analise estatistica dos dados

As analises estatisticas foram conduzidas com o auxilio do softwer SAS (SAS
INSTITUTE, 200), ap0s a averiguacdo da normalidade e igualdade de variancia. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste t no intervalo de confianca a 95%.

RESULTADOS

Avaliacdo da viabilidade do podlen com diferentes métodos de coloracdo e

horarios.

Os resultados das analises de variancia mostraram que houve efeito significativo
para todas as variaveis avaliadas (genétipo, horario e corante) bem como a ocorréncia

de interacéo entre elas (Tabela 1).

Tabela 1- Analises de variancia para viabilidade de pdlen de quatro genétipos de cana-
de-acucar em trés horérios diferentes (6, 8 e 9 horas) fornecida por meio de

dois corantes (iodo e lactofenol).

Causas da Variacao G.L. Quadrados Médios F
Horario 2 413,514 145,95**
Genodtipo 3 30273,852 10684,90**
Corantes 1 854,222 301,49**
HorarioXGenétipo 6 46,532 16,42**
HorarioXCorantes 2 301,264 106,33**
GenotipoXCorantes 3 102,519 36,18**
HorarioXGendétipoXCorantes 6 34,727 12,26**
Residuo 48 2,833
C. V. (%) 2,746

**+%: significativo (P < 0,01)
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Desta forma, o desdobramento dos graus de liberdade da interacdo Horéario X
Genotipo X Corantes pelo teste t (95% de confianca) evidenciou que a viabilidade do

polen para o corante de iodo mostrou-se semelhante nos trés horarios, ndo diferindo
para cada genotipo (Tabela 2).

Tabelas 2- Médias do teste de t (95%) para viabilidade de poélen de 4 gendtipos de

cana-de-acucar em trés horarios diferentes (6, 8 e 9 h) fornecida por meio de
dois corantes (iodo e lactofenol).

Horario Genétipo Viabilidade de pdlen Viabilidade de pdlen
lodo (%) Lactofenol (%)
I 0,666 | 1,000 |
6h Il 82,000 C 83,000 BC
1] 97,333 AB 95,666 A
v 83,000 BC 83,666 BC
I 0,333 | 0,333 |
8h I 77,333 D 69,000 F
1] 94,666 A 85,333 B
\Y, 82,666 BC 73,666 E
I 0,333 | 0,666 |
h Il 81,000 C 61,000 H
9 1] 95,000 A 76,000 DE
v 82,333 C 64,666 G

Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de T (P > 0,05).

A viabilidade do pélen para cada genétipo ndo variou com a mudanca do horario
de leitura com excecdo do gendtipo Il que apresentou maior viabilidade as 6 e 9 h em
relacéo as 8 h. Para o corante lactofenol, diferente do iodo, foi observado na analise do
teste t uma diferenca na viabilidade do polen dos gendtipos para os trés horarios
avaliados, seguindo a sequéncia de maior viabilidade: 6, 8 e 9 h, exceto para o genotipo
1, que apresentou a mesma viabilidade nos trés horarios de leitura para este corante. O

genotipo que apresentou maior viabilidade para os dois corantes foi o genotipo Ill e o



36

que apresentou menor foi o |, sendo esse fato verificado em todos os horarios de leitura
(Tabela 2). Comparando cada corante dentro de cada horario é possivel notar que as 6
horas ndo houve diferenca na viabilidade de pdlen fornecida pelos dois corantes para
cada gendtipo estudado, porém para as 8 e 9 horas houve uma reducéo significativa da

viabilidade do pélen de cada gendtipo fornecida pelo corante lactofenol (Tabela 2).

Germinacao do gréo de pélen em meio de cultura x métodos de coloracéo

Comparando a germinacdo do polen dos genétipos em meio de cultura com o0s
dois corantes em cada horario pelo teste F, foi possivel observar na andlise de variancia
uma diferenca significativa com 99% de probabilidade para genétipos e para 0s
tratamentos (germinacdo em meio de cultura, viabilidade do pdlen em azul de

lactofenol, viabilidade do polen em iodo) (Tabela 3).

Tabela 3- Analises de variancia para viabilidade de pdélen de 4 gendtipos de cana-de-
acucar em trés horarios diferentes (6, 8 e 9 h) fornecida por meio de dois

corantes (iodo e lactofenol) e pela germinacao do pélen em meio de cultura.

Horarios Causas da variagédo G.L. Quadrados Médios F
Tratamentos 2 91,861 14,259**
Genotipos 3 16519,657 158,302**
6 horas
Residuo 30 7,431
CV. (%) 4,95
Tratamentos 2 133,583 14,259**
Genotipos 14830,593 *%
8 horas P 3 1583,024
Residuo 30 9,369
C.V. (%) 5,07
Tratamentos 2 620,861 33,376**
Genotipos 3 13853,065 744.714%*
9 horas ,
Residuo 30 18,602

CV. (%) 7,38

** : significativo (P < 0,01)
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Com a finalidade de comparar a germinagdo em meio de cultura (viabilidade real)
com os corantes estudados quanto a viabilidade do pdlen nos horarios de leitura, os
graus de liberdade dos tratamentos foram desdobrados aplicando o teste T a 95% de
probabilidade (Tabela 4).

Tabela 4- Médias do teste de T (95%) para viabilidade de pdlen de 4 gendtipos de cana-
de-acucar em trés horérios diferentes (6, 8 e 9 horas) fornecida por meio de

dois corantes (iodo e lactofenol) comparados a germinacdo em meio de

cultura.
6 horas 8 horas 9 horas
Tratamentos Viabilidade do Viabilidade do Viabilidade do
polen (%) polen (%) polen (%)
Meio de Cultura 60,167 B 60,167 B 60,167 B
lodo (1N) 65,750 A 63,730 A 64,667 A
Azul de Lactofenol 65,830 A 57,083 C 50,583 C

Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de T(P > 0,05).

O desdobramento revelou que a viabilidade do podlen fornecida pelos dois
corantes ndo diferiram perante a viabilidade do pdlen para o horario das 6 horas,
contudo diferiram significativamente da germinacdo em meio de cultura, que apresentou
menor média de viabilidade do polen. Para os horarios das 8 e 9 h o corante de lodo
forneceu maior média de viabilidade diferindo significativamente da germinagdo em
meio de cultura que apresentou média intermediaria. O lactofenol ofereceu a menor
média da viabilidade do polen.

DISCUSSAO

De uma forma geral pelos resultados apresentados, o corante de azul de

lactofenol foi o Unico que apresentou diferenca na viabilidade do pdlen para os
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genotipos estudados nos 3 horarios diferentes, com excecdo do genotipo | que por ter
obtido uma viabilidade de pdélen muito baixa jA& no primeiro horario de leitura ndo
apresentou diferenca nos outros dois horarios.

O corante azul de lactofenol mostrou maior sensibilidade ao detectar que a
viabilidade do pdlen decaiu com o aumento do horéario de leitura. De fato a viabilidade
do podlen de cana-de-acUcar é efémera e muito sensivel em relacdo umidade e
temperatura do ambiente, apresentando uma meia vida média de 12 min apos a
dispersdo (SARTORIS, 1942; SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008). Neste trabalho a
queda na viabilidade possivelmente ocorreu pela diminuicdo da umidade que ocorre
naturalmente durante o dia, e ndo pela temperatura que se manteve ideal em torno de
25 °C. A sensibilidade do corante de iodo foi diferente da encontrada para o azul de
lactofenol. Este primeiro, de uma maneira geral mostrou a mesma viabilidade do pdélen
nos diferentes horarios de leitura. Isto pode ter ocorrido pela diferenca na forma de
coloracgdo do polen viavel pelos dois corantes. O corante de iodo somente se baseia no
amido que esta presente, na sua maioria, em polens considerados viaveis, porem este
pode estar presente em polens abortados (KING, 1960; BEYHAUT 1988; RODRIGUEZ-
RIANO & DAFNI, 2000). Ja o corante de azul de lactofenol tem afinidade com o
citoplasma do pélen, encontrado em polens vivos, o que ndo garante a germinacao
(NEPI & FRANCHI, 2000). No entanto, este corante detectou a queda da viabilidade
com a mudanca do horario de leitura, possivelmente, por avaliar alteragcdes no
citoplasma do pélen que perde a viabilidade.

Devido a baixa longevidade dos polens da cana-de-agucar, como ha maioria das
plantas pertencentes a familia Poacea (HANNA & TOWILL, 1995) a germinacéo destes
€ comprometida com o passar das horas e por isto sugere-se que o teste de
germinacgdo seja realizado as 5 horas da manha, pois neste periodo, as plantas estédo
tdrgidas e as anteras expostas com a maior viabilidade dos polens ali contidos
(MOORE, 1987). A dificuldade de se obter germinagcdo apés este periodo pode estar
ligada a perda de 4gua e a manutencdo do estado de desidratacdo em condicbes
naturais do polen (LISCI et al., 1994; NEPI & PACINI, 1993). Porém os programas de

melhoramento comeg¢am a leitura da viabilidade por volta das 6 h da manhé, e devido
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ao fato do grande numero de inflorescéncias para ser classificadas fica dificil ndo
estender a leitura da viabilidade por mais algumas horas.

Na comparacdo da germinacdo do pélen em meio de cultura com os dois
corantes, observou-se que no horario das 6 horas, os dois corantes superestimaram a
verdadeira viabilidade do pédlen (obtida pela germinacdo em meio de cultura), e isto
pode ser corroborado em diversos trabalhos encontrados na literatura com outros
corantes (KING, 1960; HESLOP-HARRISON & HESLOP-HARRISON 1970; STANLEY
& LINSKENS, 1974; RODRIGUEZ-RIANO & DAFNI, 2000;). O corante de iodo forneceu
a mesma viabilidade de pdlen nos trés horarios superestimando a germinacgéo, o que
nao aconteceu para o corante azul de lactofenol que subestimou a germinacao nestes
horarios. Nenhum dos dois corantes forneceu a viabilidade de pdélen semelhante a da
germinacao, e por isto ndo foi possivel estimar qual foi o0 melhor horario de leitura desta.

Contudo, para a realizacdo dos cruzamentos € importante que néo se subestime
a viabilidade do pdlen ja que isso pode acarretar em uma equivocada classificacdo das
inflorescéncias e, consequentemente, um aumento na chance de autofecundacédo e
formacdo de sementes inviaveis, 0 que ndo € interessante para 0s programas de
melhoramento de cana-de-acucar.

O corante de iodo mostrou maior estabilidade que o de lactofenol com o passar
do tempo de leitura da viabilidade. Além disso, este teve um contraste maior entre 0s
possiveis polens viaveis e ndo viaveis facilitando a leitura. O corante azul de lactofenol,
nao revela o mesmo contraste ja que o mesmo colore diretamente as diferentes
guantidades de citoplasma da célula mostrando diferentes tons de azul, o que dificulta a
leitura. Desta forma, apesar do azul de lactofenol mostrar-se sensivel a diminuicdo da
viabilidade do podlen, o iodo pode ser considerado mais estavel e de maior facilidade de

leitura.

CONCLUSOES

Com os resultados apresentados é possivel concluir que nenhum dos horarios de

leitura da viabilidade fornece resultados semelhantes a viabilidade do pélen fornecida
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pela germinacdo em meio de cultura. Apesar de superestimar esta viabilidade, o
corante de iodo se mostra mais estavel e de mais facil leitura em relacdo ao lactofenol
para a classificacdo das inflorescéncias sendo possivel a leitura em qualquer dos

horarios avaliados.
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CAPITULO 4- FLORESCIMENTO DE GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR
SUBMETIDOS A DIFERENTES TRATAMENTOS FOTOPERIODICOS EM CAMARA
DE FOTOPERIODO NO BRASIL

RESUMO - Este trabalho teve por objetivo avaliar o comportamento de 16
genotipos quando expostos a diferentes tratamentos fotoperiodicos indutivos ao
florescimento. Cada um dos 16 gendtipos foram plantados em vasos de 43 litros com
proporcées iguais de terra, substrato (Plantimax ®) e areia onde se mantiveram trés
perfilhos. Ao atingirem de 4 a 6 internddios, foram levados para trés vagdes localizados
em uma Camara de Fotoperiodo, sendo que cada vagao continha todos os 16
genotipos dispostos aleatoriamente. Cada um destes vagdes constituiu um tratamento
fotoperiddico de 30 s, 45 s, 1 min de decaimento diario partindo de 12 h e 55 min de luz.
A faixa de temperatura (21 a 32 °C) e a umidade (irrigacdo, capacidade de campo)
permaneceram a mesma para todos os tratamentos. A inducao teve inicio em setembro
de 2010 e término em abril de 2011. A partir disso, observacdes como estiolamento das
plantas, data da emissdo da folha bandeira e da inflorescéncia foram anotadas. Foi
realizada também a leitura da viabilidade do pdlen destas inflorescéncias por meio de
coloracdo com solucéo de iodo (0,1N). A Camara de fotoperiodo promoveu condi¢cdes
ideais para o florescimento e a viabilidade de pdlen, visto que, os trés tratamentos
tiveram sucesso no florescimento de genoétipos de cana-de-acucar, mesmo em
fotoperiodo natural adverso para inducdo floral. Os materiais que repetiram o
florescimento em diferentes tratamentos se comportam de maneira diferente na data de
emissdo da panicula de um tratamento para o outro. Dados como estes podem facilitar
os sincronismos de florescimentos para cruzamentos desejados, além de gerar
informacdes para o0s programas de introgressdo genética envolvendo cultivares

comerciais e espécies do Complexo Saccharum.
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INTRODUCAO

O cruzamento da cana-de-acUcar no Brasil sempre foi realizado em condi¢bes
naturais na regido litoranea do Nordeste, por apresentar clima ideal para a indugéo
floral. Entretanto, atualmente os pesquisadores tém encontrado dificuldades em obter o
sincronismo da floragdo em cruzamentos especificos, por exemplo, envolvendo material
comercial com acessos de Saccharum spontaneum visando a introgressdo de genes
para aumentar a base genética da cana-de-agucar, bem como os teores de fibra e
biomassa.

O processo de formacédo da inflorescéncia é de dificil definicdo, pois depende do
individuo, do clima e das mudangas que ocorrem nos anos agricolas. O estimulo para o
florescimento pode ocorrer durante 18 a 25 dias (CLEMENTES & AWADA, 1965) e para
o hemisfério sul, a diferenciacdo do meristema para a formacéao da inflorescéncia ocorre
nos meses de fevereiro, marco e abril, sendo que o florescimento ocorre nos meses de
abril, maio e junho (HUMBERT, 1974; SRIVASTAVA et al., 2006).

S&o muitos os fatores externos que influenciam na inducéo do florescimento, entre
eles se destaca o fotoperiodo. A cana-de-agUcar assume caracteristica de planta de
dias curtos, porém, para a inducdo do florescimento, somente estes nao séo suficientes,
sendo necesséarias sucessivas noites longas para ocorréncia do mesmo (TAIZ &
ZAIGER, 2009). O comprimento do dia ideal para o florescimento parece ser de 12 h e
55 min sendo esse horario adotado para a maioria das cultivares plantados no mundo
(BERDING, 1981). Mesmo em locais em que ocorrem condicdes de fotoperiodo
indutivo, a emisséo de inflorescéncias pode nao ser uniforme todos os anos, revelando
gue ndo somente este fator esta ligado ao florescimento, mas também outros, como a
temperatura (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2011). Acredita-se que nos locais de
ocorréncia de abundante florescimento, a temperatura minima raramente fica abaixo de
18 °C e as maximas nunca ultrapassam os 32 °C (BERDING, 1995) e que temperaturas
abaixo de 21 °C podem atrasar o crescimento e a emergéncia da panicula (CLEMENTS
& AWADA, 1967).
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Assim como o desenvolvimento da panicula é sensivel a temperatura, a
viabilidade do grao de pdélen também é afetada por ela, sendo que temperaturas baixas
podem tornar o grdo de podlen inviavel. De fato, temperaturas noturnas abaixo de 15 °C,
antes ou durante o florescimento podem causar aborto das anteras, tornando assim as
cultivares macho estéreis (BERDING, 1981).

Outro fator de influencia importante na ocorréncia do florescimento da cana-de-
acucar é a umidade do solo que pode afetar o pendoamento, pois o déficit hidrico
durante o ciclo indutivo atrasa o florescimento. Isto acontece pois a falta de agua inibe a
translocacdo de fotoassimilados para o apice para que ocorra o alongamento do
peddnculo da inflorescéncia bem como compromete a exposicado das anteras (MOORE
& NUSS, 1987; NAYAMUTH et al., 2003;). Manejar as condicdes fotoperiodicas e de
temperatura visando sincronizar a emissdo da panicula no momento correto para o
cruzamento de variedades escolhidas foi uma das alternativas encontradas por Nils
Berding na Australia, por Nuss na Africa do Sul e Paul Moore no Havai, para a
realizacdo de cruzamentos em locais cujas condicdbes ndo sdo favoraveis ao
florescimento naturalmente. Pensando desta forma, através do projeto BIOEN-Fapesp
(08/56146-5) foi construida a primeira camara de fotoperiodo totalmente automatizada
do Brasil (SCARPARI et al., 2011) capaz de simular as condicdes ideais de fotoperiodo
e temperatura para induzir o florescimento da cana-de-acucar de forma controlada.

Devido a inconstancia do florescimento e viabilidade do polen que ocorrem no
Estado de S&o Paulo de forma natural, estudos de técnicas que sincronizam
artificialmente o florescimento e mantenham a viabilidade do pdlen tem grande
importancia para os programas de melhoramento. Além disso, no Brasil, ainda ndo se
conhece o fotoperiodo indutivo dos gendtipos brasileiros bem como a resposta destes a
diferentes tratamentos indutivos artificiais, pois ndo ha trabalhos desenvolvidos na éarea
de inducéo de florescimento em camara de fotoperiodo.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo analisar o comportamento de 16
gendtipos utilizados no programa de melhoramento de cana do Instituto Agrondmico de
Campinas quando expostos a diferentes tratamentos fotoperiédicos indutivos ao

florescimento para gerar informagdes que possam contribuir para futuros sincronismos
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e cruzamentos planejados, além de gerar informagbes para 0s programas de

introgressdo genética envolvendo cultivares comerciais e espécies do Complexo
Saccharum.

MATERIAL E METODOS

Material

O experimento foi conduzido no Instituto Agronémico de Campinas - Centro de
Cana, em Ribeirdo Preto-SP, no periodo de setembro de 2010 a abril de 2011. Neste,
16 gendtipos com caracteristicas relevantes para alta sacarose e teor de fibra foram

estudados quanto a inducdo de floracdo de acordo com a exposicdo a tratamentos
fotoperiddicos diferentes.

Tabelal- Gendtipos estudados quanto ao comportamento a fotoperiodo indutivo
ao florescimento.

GENOTIPOS
IACSP94-2101 SP89-1115 CTC12 IACSP97-2055
IACSP93-2060 RB867515 CTC8  IACSP95-5094
IACSP96-7569 IACSP00-8095 CTC6 SP90-1638
SP80-1842 IACSP00-8206 CTC15 CO213

Instalacéo do experimento

Os 16 materiais foram plantados previamente em vasos de 43 litros com medidas
iguais de solo argiloso, areia média ,substrato (Plantmax®) e adubac&o recomendada,
mantendo-se sempre trés perfilhos de cada material, assim garantiu-se a uniformidade
do materiais estudados. Os vasos com os gendtipos foram colocados, aleatoriamente,

em trés vagbes com mobilidade (entrada e saida) sendo cada vagao acoplado a um
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compartimento com condi¢des de fotoperiodo controlado representando os tratamentos
(Figura 1).

Figura 1- Imagem externa da Camara de fotoperiodo.

A inducéo deu inicio quando os cultivares apresentaram de 4 a 6 internodios bem
formados, garantindo a maturidade para o florescimento (COLEMAN, 1969;
CLEMENTS & AWADA, 1967; NUSS, 1978 ; BABU, 2010).

Inducéo do florescimento

Os tratamentos foram de 30 s (Tratamento I), 45 s (Tratamento 1) e 1 min

(Tratamento 1ll) de decaimento fotoperiodico diario partindo-se de 12 h e 55 min
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(BERDING, 1995; MOORE & NUSS 1987). Este decaimento persistiu até o fim do
experimento.

Para o controle fotoperiddico, a luminosidade dos ambientes internos foi
controlada pela combinacédo de lampadas incandescentes e fluorescentes programadas
para ligar e desligar a qualqguer momento simulando inclusive o nascer e o pér do sol,
com possibilidade de reducdo diaria no tempo de fotoperiodo. O movimento de
abertura e fechamento das portas para cada ambiente isolado e a entrada e saida dos
vagOes foram realizados de forma automatica de acordo com o periodo de luz
programado bem como com a temperatura externa. A temperatura foi controlada no
intervalo de 22 a 32 °C, com ponto 6timo de controle a 27 °C internamente para os trés
tratamentos, sendo correlata com a temperatura externa. Para isto, condicionadores de
ar reversiveis (quente/frio) foram instalados em cada ambiente interno e dispositivos
que podiam detectar a temperatura foram colocados dentro e fora da Céamara de
Fotoperiodo. E importante ressaltar que todos 0os componentes sdo automatizados o
que permitiu as condicdes ideais de inducéo e florescimento das plantas.

A indugéo das plantas iniciou-se em setembro de 2010, e a partir desta data
foram realizadas avaliagbes diarias até final de abril de 2011. Toda mudanga
morfolégica nas plantas consideradas indicio de florescimento (inicio do estiolamento
das plantas e data da emissdo da folha bandeira) quando observadas foi anotada
(datas) durante todo o periodo de inducdo. A data da emissédo da panicula também foi
anotada. E importante ressaltar que no periodo da emisséo das inflorescéncias estas
permaneceram em umidade relativa maior que 70% (periodo intenso de chuva).

As inflorescéncias emitidas foram levadas para laboratorio para verificar se estas
apresentavam viabilidade de pdlen em condi¢cbes de inducgédo artificial de florescimento.
Para isto, anteras maduras foram maceradas com solucdo de iodo 0,1N, o que permitiu
a visualizacdo da porcentagem de polens azulados perante o total apresentado no foco,
e assim qualificar as inflorescéncias como receptoras ou doadoras (MACHADO JR,
1987). De acordo com o numero de polens azulados classificou-se as inflorescéncias
por meio de nodas que variavam de 1 a 9, sendo 1 utilizada como inflorescéncia
doadora e 9 como inflorescéncia receptora (MACHADO JR., 1987) (Tabela 2).
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Tabela 2- Notas de viabilidade de pélen baseadas na coloragcédo de polen azulados (%)
por meio solucdo de iodo a 0,1N.

Polens azulados (%) Nota
0

la9
10a19
20 a 40
41 a 60
61 a 80
81a99

100

P N W bk OO N 00 ©

RESULTADOS

Aos 60 dias apés o inicio dos tratamentos para a inducédo do florescimento, foi
observado o primeiro indicio de indugdo caracteristico da espécie que é o estiolamento
das plantas, o que mostrou que 0s gendtipos estavam respondendo aos tratamentos.

Nos tratamentos | (30 s) e Il (45 s), notadamente, entre os perfilhos de um
mesmo material, alguns gendétipos mostraram-se mais altos (estiolamento) levando a
uma desuniformidade visual maior entre as plantas nestes tratamentos
comparativamente ao tratamento Il (1min).

De forma geral, o periodo de emissdo da folha bandeira foi dos 110 aos 179
dias do inicio da inducéo, e a emissao das inflorescéncias se deu no periodo de 137 a
207 dias apods o inicio da inducdo (Tabela 3) incluindo todos os trés tratamentos. O
primeiro gendtipo a emitir a folha bandeira foi o CTC 8 aos 110 dias apés a inducéo, e o
primeiro a emitir a inflorescéncia foi o CTC12 aos 137 dias ambos no tratamento Il (45
s). Foi observado que nem todos o0s genotipos que apresentaram folha bandeira

chegaram a emitir a inflorescéncia. Além disso, a emissdo da folha bandeira néo
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ocorreu para todos os perfilhos no vaso sendo que 0s Unicos genoétipos que

apresentaram todos os trés perfilhos com sinal de inducé&o (folha bandeira) foram SP80-
1842 (trat. Il), SP89-1115 (trat. 1), CTC12 (trat. 1l), CTC8 (trat. | e 1) e IACSP95-5094
(trat. I e 1) (Tabela 3).

Tabela 3 — Dias de inducgéo fotoperiddica artificial até emissdo de folha bandeira e

inflorescéncia em 16 diferentes genotipos em trés tratamentos diferentes.

Dias de inducao

Emissao da folha bandeira

Emissao da inflorescéncia

GENOTIPOS

TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO

PERFILHOS  PERFILHOS  PERFILHOS  PERFILHOS  PERFILHOS  PERFILHOS
i 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

IACSP94-2101 154

IACSP93-2060 144 179 179

IACSP96-7569 117 134 155 139 140 154 159 159 177

SP80-1842 139 150 152 159 175

SP89-1115 117 119 132 116 132 154 172 193 154

RB86-7515 146 149

IACSP00-8095 139 148 154 165

IACSP00-8206 124 147 144 145 186 190

cTC12 139 116 117 117 174 137 141 148

cTcs 117 118 151 110 110 111 140 146 192 140 146 152

CTC6 168 172

CTC15 144 149

IACSP97-2055 140 151

IACSP95-5094 140 142 142 133 144 153 152 157 182 159 173 192 198 207

SP90-1638 139 193

C0213 133 154

Nos genotipos IACSP00-8095, CTC12, CTCS,

SP901638 e C0O213 a emissao

da inflorescéncia ocorreu para todos os perfilhos induzidos independente dos

tratamentos (Tabela 3).

O numero de gendtipos que emitiram a folha bandeira foi diferente para os

tratamentos estudados. No tratamento | e Il foram 11 os genotipos que apresentaram a

emissdo da folha bandeira, ja no tratamento Ill, 3 genotipos.
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N&o somente o numero de genoétipos que emitiram a folha bandeira foi diferente
nos tratamentos estudados, mas também a numero de genoétipos que emitiram a
inflorescéncia. No tratamento |, 6 gendétipos floresceram, 9 no tratamento Il e 2 no lll.
Desta forma, é possivel afirmar que nem todos os gendtipos que emitiram a folha
bandeira em qualquer um dos tratamentos, também emitiram a inflorescéncia (Tabela
3). Os tratamentos | e Il apresentaram genotipos que floresceram exclusivamente para
estes. No tratamento | a exclusividade ocorreu para o gendtipo IACSP00-8095 e no |l
para os genoétipos SP801842, IACSP00-8206, SP901638 e CO213.

Os dias de inducédo tanto para emissao da folha bandeira quanto a inflorescéncia,
de uma forma geral, foram diferentes para os perfilhos dentro de um mesmo gendtipo
(Tabela 3). Na tabela 4 sdo apresentados o tempo em dias dos genoétipos com a folha

bandeira para emisséo da inflorescéncia.

Tabela 4- Tempo em dias da emissédo da inflorescéncia a partir da emisséo da folha
bandeira de 16 genotipos de cana-de-acucar em condi¢cdes de inducédo de

florescimento.

Dias de inducéo
Emissdo da inflorescéncia a partir da folha bandeira
TRATAMENTO |  TRATAMENTO I TRATAMENTO Il
GENOTIPOS PERFILHOS PERFILHOS PERFILHOS

1 2 3 1 2 3 1 2 3

IACSP94-2101
IACSP93-2060

IACSP96-7569 37 25 4 38
SP801842 20 25

SP891115 37 53 7 22

RB867515

IACSP00-8095 15 17

IACSP00-8206 42 45

CTC12 35 21 24 31

CTC8 23 28 41 30 36 41

CTC6

CTC15

IACSP97-2055

IACSP95-5094 42 17 31 59 46 50
SP901638 54

C0O213 21
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Desta forma, o genoétipo que apresentou menor tempo entre a emissao da folha
bandeira e o florescimento propriamente dito foi o IACSP96-7569, com quatro dias no
tratamento Il. Em contrapartida, o tratamento que levou o maior tempo para emitir a
inflorescéncia também ocorreu no tratamento Il, sendo o SP89-1115 com 77 dias.

Nota-se que o tempo entre a emissdo da folha bandeira e o florescimento néo
variou somente entre os genotipos mas também entre os perfilhos dos mesmos dentro
dos tratamentos (Tabela 4).

A emissao das inflorescéncias ndo garante a realizacdo dos cruzamentos, para
isto estas devem apresentar alta viabilidade de pélen. A tabela 5 mostra a viabilidade de
poélen em forma de nota (1-9) que foi encontrada nas inflorescéncias dos genotipos

estudados.

Tabela 5- Notas de viabilidade do pdlen dos gendétipos que emitiram inflorescéncias em

condicdes de indugéo de florescimento.

Notas para viabilidade do pdélen (1-9)

TRATAMENTO | TRATAMENTO II TRATAMENTO I

GENOTIPOS PERFILHOS PERFILHOS PERFILHOS

1 2 3 1 2 3 1 2 3
IACSP94-2101
IACSP93-2060
IACSP96-7569 4 6 4 4
SP801842 1
SP891115 8 9
RB867515
IACSP00-8095 2 2
IACSP00-8206
CTC12 2 3 3 3
CcTC8 1 1 2 1 2 2
CTC6
CTC15
IACSP97-2055
IACSP95-5094 2 2 2 3 2 2
SP901638
C0213

As notas de viabilidade variaram de 1-9 nas inflorescéncias emitidas, ou seja,

haviam receptoras e doadoras de pdllen garantindo assim cruzamentos. Os genotipos
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que apresentaram notas de alta viabilidade de pdlen (notas 1 e 2) foram o SP80-1842
(trat.Il), IACSP00-8095 (trat. 1), CTC12 (trat. I), CTCS8 (trat. | e II), IACSP95-5094 (trat.l e
1), SP90-1638 (trat.ll) e 0 CO213 (trat. II).

Alguns gendtipos apresentaram notas intermediarias de viabilidade de pdlen (3,
4), podendo ser utilizados como doadores, ou serem emasculados para receberem
polen no cruzamento. Estas notas foram observadas nos genoétipos IACSP96-7569 (trat.
[, 1l e Ill), IACSP00-8206 (trat. Il), CTC12 (trat. Il) e IACSP95-5094 (trat. II).

Os materiais que apresentaram notas de viabilidade baixa (6, 7, 8, 9) e que séo
considerados receptores de podlen, por possuirem baixa probabilidade de
autofecundacéao foram o IACSP96-7569 (trat. I) e o SP89-1115 (trat. I e II).

De uma forma geral, os genoétipos ndo obtiveram grande variacdo em relacao as
notas de viabilidade de polen perante aos diferentes tratamentos e entre os perfilhos do
mesmo genaotipo, apresentando sempre notas similares quando expostos aos diferentes

tratamentos mesmo em épocas nao iguais de florescimento.

DISCUSSAO

A inducdo floral € observada antes mesmo da emissdo da panicula pelo
estiolamento das plantas (alongamento do colmo), brotacdes laterais e emissao da
folha bandeira. Segundo Barbieri e Villa Nova (1981) citados por GOMES et al. (2004),
o tamanho do colmo aumenta quando o comprimento do dia varia entre 10 e 14 h, o
que ocorre em fotoperiodo indutivo (RODRIGUES, 1995; GOMES et al., 2004). A
desuniformidade entre os perfilhos dos vasos nos tratamentos | e Il pode estar
relacionada a este estiolamento ocasionado pelo fato da maior parte da inducéo ter
ocorrido nos dois primeiros tratamentos, sendo que no tratamento Il obteve-se a menor
quantidade de plantas induzidas em relacdo aos outros, mostrando-se mais uniforme.

E importante ressaltar que o periodo de indugdo ocorreu em uma época

normalmente ndo recomendada, jA que nesta, o fotoperiodo natural € crescente, o
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oposto necessério a inducéo floral da cana-de-agucar. Mesmo assim, se obteve inducdo
e emissao floral, que de uma maneira geral, adiantou o florescimento em
aproximadamente 90 dias comparada as condi¢cbes naturais. Além disso, 0s
tratamentos de decaimento fotoperiodico utilizados em outros paises funcionaram para
0s gendtipos brasileiros. Isto mostra que, realmente a manipulacdo dos fatores que
regem o florescimento pode evidentemente fazer com que se obtenham flores durante
qualquer periodo do ano, facilitando o sincronismo do florescimento e permitindo um
melhor planejamento de cruzamentos especiais.

De fato, o surgimento da folha bandeira é certamente um indicio que a planta de
cana-de-acUcar esta induzida ao florescimento, pois esta € considerada uma etapa
visivel que antecede a emisséo da flor (RODRIGUES, 1995). Porém, de acordo com as
observacdes diarias deste trabalho, o aparecimento desta ndo prevé a data de
florescimento. Isto porque muitos gendtipos que apresentaram a folha bandeira
anteriormente a outros, ndo necessariamente floresceram antes destes. Ainda, neste
experimento, o tempo entre emissado da folha bandeira e o florescimento de um mesmo
gendtipo em tratamentos diferentes, foi diferente, o que indica que os tratamentos
fotoperiédicos podem interferir neste periodo.

Uma das dificuldades encontradas no presente trabalho foi a desuniformidade na
inducéo e florescimento dos gendtipos dentro e entre tratamentos, 0 que merece mais
estudos com repeticbes e mais tratamentos. Sabe-se que diferentes cultivares se
comportam diferentemente em relacdo ao numero de dias necessarios dentro do
periodo indutivo para a formacao do estimulo floral (COLEMAN, 1969). A quantidade
necessaria desse estimulo pode levar a diferenciacdo da panicula no inicio ou no final
do periodo indutivo.

A desuniformidade do florescimento € observada em canaviais comerciais quando
se percebe que cultivares induzidas podem emitir as inflorescéncias todas em um
mesmo periodo ou por etapas. A verdade deste fato estd na classificacdo destas
perante a intensidade de florescimento pelos programas de melhoramento genético da
espécie. Esta desigualdade esté ligada a idade fisioldgica dos colmos, que pode ser

mais uniforme ou desuniforme dependendo do gendtipo. Assim, por mais que o plantio
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dos gendtipos tenha sido em mesma época, os perfilhos de cada gendtipo
possivelmente poderiam estar em idade fisiol6gica diferente, e dessa forma a inducdo
diferenciada dos mesmos. Isto poderia ser minimizado utilizando tubetes com uma
gema cada, desta forma, teria mais repeticdes com a mesma idade fisiologica.

O fato de alguns genotipos florescerem em mais de um tratamento ndao indica
necessariamente que um seja melhor que o outro, pois os florescimentos aconteceram
em diferentes datas, o que pode facilitar a escolha de um gendtipo para um
cruzamento.

Com a camara de fotoperiodo foi possivel a obtencdo de pdlen viavel, o que
permitira a futura realizacdo de cruzamentos em Ribeirdo Preto, regido anteriormente
desconsiderada para isso. E evidente que isto ocorreu pela uniformidade de
temperatura e umidade em que permaneceram os trés tratamentos, e isto corrobora
com a uniformidade das notas de viabilidade de pdélen dos perfilhos de um mesmo
genotipo entre e dentro dos tratamentos.

A uniformidade das notas de viabilidade de podlen sugere estar ligada ao
genotipo, pois todas as plantas permaneceram em condicfes iguais de umidade e
temperatura, sendo alterado apenas o tratamento fotoperiodico. Ja é percebido entre os
melhoristas, que a quantidade de pélen viavel produzida pode variar entre genaotipos.
Além disso, aquelas que, uma vez classificada como receptora ou doadora, raramente
muda o sua classificagdo de uma campanha de hibridagdo para outra. Porém, a
amplitude de temperatura de 21 °C a 32 °C e umidade maior de 70% pode ndo ser a
adequada para todas a variedades, exigindo maiores estudos distinguindo os genoétipos
perante este fator, ou seja, estudos especificos para verificar a possibilidade de uma
receptora tornar-se uma doadora com certo manejo correto da temperatura e umidade
especifica para este genotipo. Na literatura trabalhos evidenciam que a viabilidade do
polen de cana-de-acucar, de uma forma geral, se mantém em condi¢Oes de 21-32 °C e
umidade de 67% (MOORE, 1987), mas néo foi possivel encontrar relatos de trabalhos

especificos para identificar diferenca entre genotipos.
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CONCLUSOES

A Céamara de fotoperiodo promoveu condi¢des para o florescimento e viabilidade de
poélen, visto que, pelo menos dois dos tratamentos estudados tiveram a emissdo do
florescimento de gendtipos de cana-de-acucar, mesmo em fotoperiodo natural adverso.
Os materiais que repetiram o florescimento se comportam de maneira diferente na data
de emissdo da panicula de um tratamento para o outro, o0 que pode facilitar os
sincronismos de florescimentos para cruzamentos desejados. Conclui-se ainda que a
emissdo da folha bandeira ndo indica o momento em que a planta emitira a
inflorescéncia, porém esta precede o florescimento. A camara de fotoperiodo serd uma
valiosa ferramenta para entender a fisiologia do florescimento bem como estudos de
sincronismos e planejamentos de cruzamentos especiais.

Ainda, neste trabalho, como sugestdo de melhoria para os proximos experimentos
poderdo ser utilizados vasos menores com uma Unica gema, ndo permitindo o
perfilhamento dos gendtipos para que todos possuam a mesma idade fisiologica, além
da utilizacdo de repeticbes para melhor avaliacdo dos tratamentos indutivos e do

comportamento dos genétipos avaliados.
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