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1. INTRODUCAO

Lolium multiflorum L. (azevém) é uma espécie monocotiledénea anual,
alégama, adaptada a diversos tipos de solo, sendo altamente produtiva em solos
férteis, onde suporta pastoreio intenso e apresenta rebrote com grande numero
de afilhos (CARAMBULA, 2007). A espécie é de facil disperséo e, por isso, esta
presente e caracteriza-se como importante planta daninha em culturas como trigo,
soja e pomares na regido Sul do Brasil (ROMAN et al., 2004).

O controle do azevém tem sido realizado, quase na sua totalidade, com a
aplicacdo de herbicidas nao seletivos, especialmente o herbicida glyphosate.
Porém, tem sido verificado dificuldade no controle do azevém com o herbicida
glyphosate, em funcdo da ocorréncia de bidtipos resistentes.

Considerando que a manifestacdo do genoétipo de um individuo é o
resultado da contribuicAo dos gametas masculino e feminino, quanto maior a
viabilidade polinica, maior a possibilidade da formacé&o de diferentes combinacdes
entre alelos, aumentando a variabilidade genética (SOUZA; PEREIRA; MARTINS,
2002). A heranca da resisténcia ao glyphosate em azevém € do tipo nuclear, com
disseminagcdo rapida na populacdo, via poélen (VARGAS; MORAES; BERTO,
2007). Segundo Wang et al. (2004), gramineas de polinizacdo cruzada, como o
azevém, tém elevado potencial de passar seus genes as plantas adjacentes,
podendo aumentar a variabilidade na populacdo e a frequéncia de individuos
resistentes ao longo do tempo. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi indicar
corantes para testes de viabilidade polinica de biétipos de azevém suscetivel e
resistentes ao herbicida glyphosate.

2. METODOLOGIA

O experimento foi realizado no periodo de setembro a dezembro de 2013,
no Laboratorio de Genética do Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética do
Instituto de Biologia, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Para os testes de viabilidade do pdlen, o delineamento experimental foi o
completamente casualizado, com quatro repeticbes. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial, onde fator A testou os biétipos de azevém (SVA
1, SVA 2, SVA 4 e PFU 5); o fator B avaliou diferentes corantes (azul de tripan,
azul de ama, orceina acética 2%, carmim acético 1% e carmim propidnico 1%); e,
o fator C constou de podlen fresco ou fixado. Contou-se 100 graos de pdlen por
lamina, sendo cada lamina considerada como uma repeti¢ao.

Coletaram-se, de forma aleatoéria, dez inflorescéncias de cada bi6tipo logo
apo0s a antese, transportando-as para o laboratdrio em placas de Petri fechadas.
No laboratdrio, as inflorescéncias foram imersas em fixador Carnoy 3:1 (etanol:
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acido acético) e mantidos em temperatura ambiente por 2h. Depois, 0 material foi
transferido para o alcool 70% e armazenado em temperatura 6£2°C, até o preparo
das laminas.

O material foi colocado sobre lamina, retirando-se da inflorescéncia dez
anteras, que foram seccionadas para a liberacéo dos graos de polen. Em seguida,
foi adicionada uma gota do corante a ser testado e cobria-se o material com
laminula, apds 10min preparou-se quatro laminas por tratamento, sendo contados
100 pélens/lamina em microscopio éptico com objetiva de aumento de 40x.

Consideraram-se viaveis 0s gréos de pdlen que apresentaram a exina
intacta, com protoplasma bem corado e com distribuicdo homogénea; e, inviaveis
agueles que possuiam tamanho anormal, coloracdo fraca e/ou protoplasma
reduzido ou ausente para a maioria dos corantes testados, exceto para o azul de
tripan onde os poélens viaveis ndo permitem a entrada do corante.

Os dados foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk),
com posterior analise da variancia (p<0,05). Quando foi observada significancia
estatistica, as médias dos fatores bibtipos, corantes e poélen fresco ou fixado
foram comparados pelo teste de Duncan (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacao tripla para os fatores avaliados. Verificou-se interacao
entre os fatores bibtipos e corantes utilizados, enquanto para o fator pdélen fresco
ou fixado, ndo se observou significancia (Tabela 1). Analisando-se a utilizacdo do
corante azul de ama na viabilidade do pdlen fresco, observou-se que, o biétipo
PFU 5 apresentou reducéo de cerca de 30%, em comparacdo ao SVA 2 (Tabela
1). O azul de ama indica a viabilidade do pélen pela coloracédo azul (JOHANSEN,
1940).

O corante azul de tripan estimou cerca de 75% a mais de viabilidade
polinica para SVA 2, comparado ao SVA 1 (Tabela 1). Este corante indica a
viabilidade do pélen pela coloracao translicida, ou seja, o corante ndo penetra no
polen viavel, enquanto que, os podlens de coloracdo azul escura sdo inviaveis
(GOZLEKCI; KAYNAK, 2000).

Para o carmim acético, o biétipo SVA 2 mostrou entorno de 20% de perda
de viabilidade, respectivamente, em relagdo ao SVA 1. Esse corante indica a
viabilidade pela coloracdo vermelha, pela reacdo com o material genético da
célula (DNA) (KEARNS; INOUYE, 1993).

Avaliando-se o corante carmim propionico, que indica a viabilidade do
pélen pela coloracdo vermelha, o SVA 2 demonstra cerca de 20% a mais de
polens frescos viaveis do que o bidtipo PFU 5. Entretanto, PFU 5 apresentou
aproximadamente 10% a mais de poélens viaveis, comparado ao SVA 2, usando-
se 0 corante orceina acética (Tabela 1). Em trabalho avaliando-se dez genétipos
de Lolium multiflorum Lam., utilizando o corante carmim propidnico, verificou-se
alta taxa de viabilidade polinica, superior a 89% (NUNES et al., 2012).

Comparando-se os diferentes corantes utilizados para o biétipo SVA 2, o
carmim propiénico indicou maior viabilidade polinica quando comparado aos
demais corantes, com cerca de 90% de polens frescos viaveis (Tabela 1). Para
SVA 1, o corante azul de tripan indicou reducdo de aproximadamente 95% da
viabilidade do podlen fresco, comparado ao carmim acético. No corante carmim
acético verificou-se cerca de 90% de viabilidade para o biétipo SVA 4. Entretanto,
em PFU 5 o corante que demonstrou maior viabilidade do podlen foi a orceina
acética, com valores proximos a 95% de viabilidade.
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Tabela 1 — Viabilidade (%) do pdlen fresco e fixado de bittipos de azevém (Lolium
multiflorum) suscetivel (SVA 2) e resistente (SVA 1, SVA 4 e PFU 5)
ao herbicida glyphosate, em funcéo de diferentes corantes. DEZG,
IB/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2013.

Bidtipos
Corantes SVA2(S)* SVA1l (R) SVA4 (R) PFUS5 (R)

Viabilidade do pdlen fresco (%)
Azul de ama 87,7 a2A2 80,7 a B 858 aB 630 b C
Azul de tripan 21,0 aC 52 ¢ C 13,7 b C 17,7 ab D
Carmim acético 77,7 bB 948 a A 905 a A 87,8 ab AB
Carmim propiébnico 90,8 a A 82,5 ab B 875 a AB 73,7 b BC
Orceinaacética 820 bAB 908 a A 840 bB 930 a A
C.V. (%) 7,34

Viabilidade do pélen fixado (%)
Azul de ama 90,3 aCB 67,3 b B 890 a A 743 b C
Azul de tripan 6,7 bD 30,0 a C 170 ab C 57 b D
Carmim acético 94,3 aA 97,0 a A 91,3 ab A 850 b AB
Carmim propiénico 87,8 b C 80,3 ¢ AB 850 bc B 94,7 a A
Orceina acética 930 aAB 943 a A 843 b B 820 b BC_
C.V. (%) 9,22

! Suscetivel (S) e resistente (R). * Médias seguidas pela mesma letra nas linhas
(mindscula) e nas colunas (maiusculas), ndo diferem significativamente pelo teste
de Duncan (p<0,05).

O PFU 5 apresentou aproximadamente 93% de poélens vidveis quando
utilizado o corante orceina acética. A orceina acética indica a viabilidade do pdlen
pela coloragéo vermelha (BIONDO; BATTISTIN, 2001).

No estudo da viabilidade do podlen fixado, utilizando-se o corante azul de
ama, observou-se que, 0 bidtipo SVA 2 apresentou cerca de 90% de pdlens
viaveis (Tabela 1). O biétipo PFU 5 demonstrou cerca de 80% a menos de pélens
vidveis fixados, comparado ao SVA 1, utilizando-se azul de tripan. Para os
corantes carmim acético e orceina acética, SVA 1 mostrou em meédia,
aproximadamente 15% de reducdo da viabilidade, em relagdo ao PFU 5.
Avaliando-se o corante carmim propidnico, PFU 5 demonstrou cerca de 80% de
pélens fixados viaveis.

Para SVA 2, SVA 1 e SVA 4, o corante carmim acético apresentou melhor
desempenho que os demais corantes, com mais de 90% de pdélens fixados viaveis
para os trés bibtipos (Tabela 1). Em PFU 5, observou-se valor proximo a 95% de
viabilidade para o corante carmim propioénico. O carmim propionico é amplamente
utiizado em analises de rotina, no entanto, ele pode ser inadequado para
algumas espécies que possuem a exina do grdo de polen grossa, havendo
dificuldade na penetragao do corante (NUNES et al., 2012).

Como observado, todos os bidtipos de azevém apresentaram alta
estimativa de viabilidade polinica, porém esta pode ser perdida em funcdo do
tempo apds a abertura da flor. Quando houver a sincronizagéo da floragdo dos
biétipos resistentes e suscetiveis, ha a possibilidade de cruzamento e
recombinacao génica.
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4. CONCLUSAO

Todos o0s corantes apresentaram bom desempenho na determinacdo da
viabilidade polinica frente aos biotipos avaliados, exceto o azul de tripan, que
subestimou os resultados.
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