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MARTINS, E. S.; MIRANDA, G. J. Viabilidade in vitro do polen de cultivares de milho.
2014. MONOGRAFIA (Graduagdo em Agronomia) — Universidade Federal da Grande

Dourados, Dourados — MS.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade in vitro de grdos de pdlen de
cultivares de milho coletados em diferentes horarios e dias no campo. Para tanto, foram
coletados grdos de polen de quatro cultivares (Sol da Manhd, XB 6012, XB 8010 e BRS
2020). As coletas foram realizadas do segundo ao quinto dia da antese em trés horarios
diferentes. As amostras de poélen das cultivares foram submetidas para a avaliacdo da
viabilidade in vitro por meio de teste de germinacdo em meio de cultura liquido e so6lido e por
teste de coloracdo em tetrazolio. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em parcelas subsubdividadas, com 48 tratamentos e quatro repeticdes. Com 0s
dados obtidos da viabilidade dos grdos de pdlen de milho fez-se a andlise de variancia,
seguida de teste de agrupamento de média. As médias de viabilidade dos grdos de pdlen de
milho foram submetidas a analise de regressdo linear. A viabilidade in vitro dos grdos de
polen das diferentes cultivares de milho foram influenciadas pelas condi¢des climaticas
observadas no dia e horario de coleta do pélen. A maior viabilidade foi observada no terceiro

dia de antese entre as 8:00 e 10:00 horas da manha.

Palavras-chave: antese, polinizacéo, Zea mays.



INTRODUCAO

O estudo da viabilidade de gréos de pélen de milho por meio de avaliag@es in vitro do
melhor dia e horario de coleta se justifica em programas de melhoramento como uma forma
de aumentar a eficiéncia dos cruzamentos realizados, além de possibilitar futuramente o
armazenamento de pdlen para posterior utilizacdo em campo.

A viabilidade do polen é considerada uma medida de fertilidade masculina muito
empregada no monitoramento de pélen armazenado, de modo a garantir a fecundacéo e tornar
possiveis cruzamentos entre genotipos de potencial econdmico que apresentam floracdo em
épocas distintas (SOARES et al., 2011).

Cuidados durante a coleta dos gréos de polen, o estadio de amadurecimento do pendao
e condigOes externas, como umidade do ar e tempertura, influenciam a viabilidade do pdlen.
De acordo com Almeida et al. (2002) gametas recém formados apresentam maior viabilidade
que grdos de pélen amadurecidos. Temperaturas elevadas, acima de 35° C e estresse hidrico
podem reduzir drasticamente a producdo de grdos de polen (MAGALHAES e DURAES,
2006).

Luna et al. (2001) observaram que, em condicdes de temperatura entre 28 a 30°C e
umidade relativa acima de 53%, o p6len de milho pode manter-se viavel durante 2 horas. Este
praticamente perde a viabilidade 6 horas ap6s a antese, podendo ainda germinar 1 a 3 dias
depois, porem em porcentagem muito reduzida.

Existem varias formas de avaliar a viabilidade do pdlen, como o teste de coloracdo
com corantes quimicos, germinagao in vitro e in vivo. A reagdo de tetrazolio, uns dos tipos de
testes de coloracdo, baseia-se na alteracdo da coloracdo dos tecidos, em presenca de solucéo
salina de 2,3,5 — trifenil cloreto de tetrazolio. Este é reduzido pelas enzimas desidrogenages
dos tecidos vivos, resultando no composto formazan, de coloragdo vermelha carmim. Tecidos
vivos, isto é viaveis, quando em contato com o0 composto apresentam-se corados. Tecidos
mortos, ou ndo viaveis, ndo se coram. (VIEIRA et al., 1998).

As técnicas de germinagéo in vitro consistem em verificar a emissdo do tubo polinico,
determinando se o polen ira fecundar o estilo estigma do milho. Segundo Almeida et al.
(2011) a germinagdo in vitro de polen apresenta alta correlagcdo com a fertilizacdo no campo.
Neste processo, o pblen é espalhado sobre um meio de cultura e a viabilidade é observada por
meio de microscopio Optico atraves da porcentagem de grdos de polen que emitem tubo

polinico. Sdo considerados germinados o0s grdos que apresentam tubos polinicos que



ultrapassam o comprimento do didmetro do proprio grdo de polen (VEIGA et al., 2012;
SHIVANNA e RANGASWAMY, 1992).

O sucesso da germinacdo in vitro depende de varios fatores como espécie vegetal,
estado nutricional das plantas, época do ano e horario de coleta, fotoperiodo, temperatura,
método de coleta, periodo de incubacdo e presenga de micro e macronutrientes no meio de
cultura (SOARES et al. 2008). Além de ajustes da composicao dos meios de cultura para cada
especie (CHAGAS et al., 2010; SINIMBU NETO et al., 2011). Em varias espécies, como
eucalipto e cebola, esse procedimento ja € difundido (PEREIRA et al., 2002; GOMES et al.,
2003).

Alguns relatos quanto ao uso destas técnicas estdo relacionadas a cultura do milho
(BARNABAS et al., 1988; ALMEIDA et al., 2002; AYLOR, 2004, FERREIRA et al., 2007,
DAVIDE et al., 2009). Ferreira et al. (2007), testaram algumas alternativas de armazenamento
de pdlen e constataram que a percentagem de pélen viavel foi muito pequena quando esse foi
armazenado por até 15 dias. O mesmo ocorreu com Davide et al. (2009) trabalhando com a
cultura do milho, verificando uma germinacdo de 15,33% com o polen de milho armazenado
por 14 dias. Tais resultados nos mostram a dificuldade de estabelecer técnicas e metodologias
especificas, necessitando de novos estudos que possibilitem e tornem viavel a utilizacdo do
armazenamento do polen sem que esse perca sua viabilidade.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade in vitro de grdos de

polen de cultivares de milho em diferentes dias e horarios de coleta no campo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi implantado em dezembro de 2011 na area experimental da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, em Dourados
— MS, com coordenadas de aproximadamente 22°13°15° de latitude Sul, 54°48°21’°de
longitude Oeste e 430 m de altitude.

Quatro cultivares de milho com diferentes caracteristicas agronomicas foram
semeadas de forma escalonada sem delineamento estatistico, a cada sete dias, totalizando trés
semeaduras, a fim de garantir a quantidade de polen necessério para as avaliacbes em
laboratorio (Tabela 1). Para cada genétipo foram semeadas 3 linhas de 10 metros, com

espacamento entre linhas de 0,9 m e entre plantas de 0,25m. Na semeadura, foram utilizados



400 kg ha® da féormula 8 (N): 28 (P,05): 16 (K,0). Os demais tratos culturais foram
realizados de acordo com as recomendacdes para a cultura.

As coletas dos gréos de pdlen de milho foram realizadas entre os dias 10 e 13 de
fevereiro de 2012. Durante a fase de antese foram tomados os dados de temperatura, umidade
relativa e precipitacdo (Figura 1). Os gréos de polen de 10 plantas de cada genétipo foram
coletados do segundo ao quinto dia da antese, em 3 horarios diferentes - 8:00, 10:00 e 12:00
horas. Para isto, no momento da coleta dos grdos de polen os penddes foram cobertos com
papel Kraft impermeavel, seguido de leve agitacdo para liberacdo dos grdos de polen. Este foi
peneirado a fim de eliminar as anteras e 1,0 mL de polen de cada uma das 10 plantas de cada
cultivar foram dispostos em eppendof de 1,5 mL e levados imediatamente ao laboratério para
avaliacdo da viabilidade in vitro.

A viabilidade dos gréos de pélen foi analisada pela capacidade de germinacéo in vitro
dos mesmos em meio de cultura liquido e sélido e em teste de tetrazdlio. O meio de cultura
liquido foi composto por 10% de sacarose; 0,03% de &cido bérico e 0,15% de cloreto de
calcio. No meio de cultura sélido foram utilizados os mesmos reagentes do meio liquido mais
1,2% de agar. (FERREIRA et al., 2007; DAVIDE et al., 2009).

A capacidade de germinacdo dos grdos de polen viaveis em meio de cultura foi
observada em microscopio Optico, com objetiva de aumento de 10X, avaliando-se quatro
campos de visdo, correspondendo a quatro repeticdes. Foram considerados germinados 0s
grdos que apresentavam tubos polinicos que ultrapassavam o comprimento do diametro do

préprio grao de pdlen (Figura 2).

Tabela 1. Cultivares de milho utilizadas para avaliagdo da viabilidade in vitro de gréos de

polen de milho.

Cultivar Empresa Tipo Ciclo
Sol da Manha EMBRAPA Variedade Precoce
XB 6012 SEMEALI Hibrido simples Precoce
XB 8010 SEMEALI Hibrido duplo Precoce
BRS 2020 EMBRAPA Hibrido duplo Precoce
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Figura 1. Temperatura (°C) e umidade relativa (%) observadas no campo experimental
durante a fase de antese de 4 cultivares de milho.

A viabilidade dos grdos também foi avaliada pelo teste de tetraz6lio. Em um
microtubo foram acrescentados 0,05 mL de grdos de pélen frescos e 5 mL de 2,3,5 — trifenil
cloreto de tetrazolio 0,75%. Os microtubos foram cobertos por papel aluminio previamente
identificados e delicadamente agitados, a fim de permitir um melhor contato entre os graos de
pblen e a solucdo. Em seguida, os microtubos foram colocados em incubadora BOD a 25°C
por 1 horas. Apds este periodo, a viabilidade dos grdos de pélen foi avaliada por meio da
coloracdo da massa de pdlen em um microscopio Optico com objetiva de aumento de 10X, em
quatro campos de viséo, sendo cada campo uma repeti¢do. Os gréos de pdélen com padrdo de
coloracdo vermelho foram considerados viaveis e os incolores, invidveis (Figura 2).

O delineamento experimental utilizado nas avaliagdes em laboratério foi inteiramente
ao acaso, com parcelas subsubdivididas, com 48 tratamentos e quatro repeticdes. As parcelas
principais foram constituidas por quatro cultivares de milho, as subparcelas por quatro dias de
coleta de polen e as subsubparcelas por trés horarios de coleta de pdlen. A caracteristica

avaliada foi a viabilidade in vitro dos gréos de polen de milho.



Figura 2. Germinacdo e viabilidade in vitro de gréos de pélen. A) Graos de po6len germinado
em meio de cultura solido, apresentando tubo polinico maior que o didametro do gréo (viavel).
B) Gréos de polen ndo germinados em meio de cultura sélido (inviavel). C) Grdos de polen
invidveis em teste de tetraz6lio. D) Grao de pdlen viaveis (corados) em teste de tetrazélio.

Os dados foram submetidos & transformagao arcsen V% de grios de pélen viaveis. A
analise de variancia e o teste de agrupamento de Scott e Knott (1974) a 5% de probabilidade
foram realizados por meio do pacote estatistico ASSISTAT 7.7 (SILVA, 2013). As médias
das variaveis quantitativas (% de grdos de pélen viaveis) foram submetidas a andlise de

regresséo linear.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A porcentagem de viabilidade in vitro dos gréos de pdlen avaliada em diferentes meios
de cultura e em teste de tetrazdlio apresentou diferengas significativas (Tabela 2). O



coeficiente de variagdo (CV%) foi de 3,77, valor considerado baixo, indicando boa precisdo
experimental, conforme Ferreira (1996).

A quantidade de sacarose, boro e cloreto de calcio utilizados nos meios de cultura foi
suficiente para garantir energia para auxiliar no processo de desenvolvimento do tubo
polinico. Entretanto, a porcentagem de germinagdo in vitro foi mediana, indicando
necessidade de alteracdo das concentracGes utilizadas nos meios de cultura, principalmente de
boro (Tabela 3). A baixa concentracdo de boro pode levar a inibicdo da divisdo celular,
aumentar a porcentagem de pdlen anormal, inibir o crescimento do tubo polinico e diminuir a
probabilidade de rompimento do mesmo (STANLEY e LINSKENS, 1974; FRANZON et al.,
2007). Outra alternativa seria a inclusdo de novos nutrientes ao meio de cultura, como por
exemplo o molibdénio. A falta deste nutriente afeta principalmente a quantidade de agua
contida no grao de pélen e consequentemente a sua germinacdao (AGARWALA et al., 1979).

Verificou-se que o meio liquido foi mais eficiente que o meio sélido. Isso pode ser
explicado pela presenca do 4gar no meio sélido, que em altas concentragdes pode servir como
barreira fisica e dificultar a emissdo do tubo polinico (ALMEIDA et al., 2002).

Comparando-se a eficiéncia dos meios de cultura com o método de tetrazolio,
verificou-se que o Ultimo apresentou maiores estimativas. Segundo Rodriguez-Riano e Dafni
(2000), 0 método de tetrazolio pode superestimar a viabilidade, pois, algumas vezes, grdos de
polen invidveis podem ser corados, devido a presenca suficiente de enzimas, amido ou outras
substancias. Ainda Segundo Scorza e Sherman (1995), as reagdes com corantes podem nao se
correlacionar bem com a germinacgéo in vitro. Assim, sugere-se a utilizacdo de teste em meio

de cultura liquido para avaliacdo da viabilidade in vitro dos grdos de p6len de milho.

Tabela 2. Resumo da analise de variancia da viabilidade de gréos de polen de milho avaliados
em meio de cultura liquido, s6lido e em teste de colora¢do em tetrazolio.

F.V. G.L. Quadrado Médio
Tratamento 2 180,80**
Residuo 9 1,47
Média (%) - 32,21
CV (%) i 3,77

** significativo 1% de probabilidade pelo teste de F.



Tabela 3. Viabilidade de gréos de polen de milho avaliados em meio de cultura liquido,
solido e tetrazolio.

Meio Viabilidade (%)
Liquido 32,37b
Solido 25,41 c

Tetrazolio 38,85 a

!Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de
probabilidade.

Foram verificadas diferencas significativas para cultivares de milho, dias de antese,
horérios de coleta de grdos de pdlen e suas interacdes quanto a viabilidade de grdos de polen
de milho (Tabela 4).

A maior viabilidade de graos de polen foi observada para os hibridos duplos XB 8010
e BRS 2020 em testes realizados em meio de cultura liquido e em teste de coloracdo com
tetrazdlio. Quando em meio de cultura sélido, o hibrido duplo BRS 2020, apresentou como o
de maior porcentagem de germinacdo em relagdo as outras cultivares.

Independente do meio de cultura utilizado verificou-se que a maior porcentagem de
germinacdo ocorreu nos primeiros dias da antese, sendo seu auge no segundo dia de coleta de
polen (terceiro dia da antese). Segundo Bignotto (2002) o periodo de antese pode durar de 2 a
14 dias, com maior frequéncia de 5 a 8 dias, tendo um maximo no terceiro dia.

A viabilidade do grdo de pdlen de milho avaliado em meio de cultura liquido e sélido
teve comportamento semelhante aos relatados na literatura. Segundo Luna et al. (2001)
umidades relativas abaixo de 53% reduzem drasticamente a viabilidade do grdo de poélen,
condicdo encontrada a partir do terceiro dia de coleta de poélen.

A partir das 8:00 horas a viabilidade de grdos de polen possui valores consideraveis,
sendo seu &pice observado as 10:00 horas da manha. As 12:00 horas foi observada a menor
taxa de germinagdo. As altas temperaturas observadas neste horario estdo relacionadas a
menor umidade relativa, condicdo desfavoravel a germinacdo e emissédo dos tubos polinicos
de grdos de polen. Estes resultados assemelham-se ao obtido por Ferreira et al. (2007), onde
foram avaliados 3 horéario de coleta 9:00, 14:00 e 16:00 horas, sendo que a maior taxa de
germinacdo ocorreu as 9:00 horas e a menor as 16:00 horas. Provavelmente, as condicdes
climaticas mais favoraveis as viabilidades do pdlen ocorrem no periodo das 8:00 as 10:00
horas da manha, onde ndo ha um excesso de umidade nos penddes e a temperatura é amena,

se comparada ao periodo da tarde.



Tabela 4. Viabilidade de grdos de pdlen de milho avaliados em quatro cultivares, quatro dias

de antese e trés horarios de coleta.

Tratamentos® Viabilida}de em meio Viabilidgde em meio Viabilidz_ide em
liquido (%) solido (%) tetrazolio (%)
Cultivar (C) 179,41** 607,56** 1293,81**
Sol da Manha 30,09 b 21,74 b 37,84 b
XB 6012 31,83 b 24,03 b 38,35 b
XB 8010 33,70 a 25,71 b 4521 a
BRS 2020 34,36 a 30,16 a 48,38 a
Dia (D) 488,66** 937,99** 3533,36**
1 34,44 a 21,68 b 31,88 ¢
2 35,93 a 31,80 a 49,01 a
3 30,33 b 23,64 c 49,84 a
4 29,28 b 2451 b 39,04 b
Horéario (H) 1774,58** 1652,65** 2334,54**
08:00h 31,06 b 26,43 b 4412 b
10:00h 38,33 a 29,90 a 47,47 a
12:00h 28,11 ¢c 19,89 ¢ 35,74 c
CxD 250,05** 318,18** 623,14**
CxH 286,11** 255,36** 1077,39**
DxH 312,62*%* 409,64** 1840,78**
CxDxH 488,52** 201,85** 578,85**
CV(%) parcela 13,40 31,11 18,03
CV/(%) subparcela 15,75 17,61 10,55
CV/(%) subsubparcela 15,72 17,71 12,24

'Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de
probabilidade. ** significativo 1% de probabilidade pelo teste de F.

A resposta de cada cultivar quanto ao dia e ao horario coleta pode ser observada nas
figuras 3, 4 e 5. Percebe-se uma alta influéncia do genotipo em relacéo a viabilidade dos graos
de pdlen de milho, de modo que dependendo das condi¢es ambientais cada cultivar se
comporta de uma maneira diferente. Na coleta de pdlen as 8:00 horas, quando em meio
solido, as cultivares XB 8010 e Sol da Manha obtiveram os melhores valores de viabilidade in
vitro de grdo de polen, proximos a 45%, com o pico no segundo dia de coleta. A BRS 2020
teve valores proximos a 40% no primeiro dia, seguida da XB 6012 com uma viabilidade de
35% entre o segundo e terceiro dias de coleta (Figura 3). Em meio liquido as cultivares XB
6012, XB 8010 e BRS 2020 apresentam comportamentos semelhantes. Verifica-se para estas
valores maximos de viabilidade, proximos a 45%; sendo para XB 8010 e BRS 2020 entre o
primeiro e segundo dia de coleta e para a XB 6012 ao segundo dia de coleta. J& a Sol da

Manha proporcionou valores proximos a 40% com auge entre o primeiro e segundo dia de



coleta. Para o teste em coloragdo com tetrazélio a BRS 2020 teve valores superiores em
relagdo as outras cultivares com estimativas de viabilidade proximas a 70% entre o primeiro e
segundo dia, seguida da XB 6012 com 65% de viabilidade de gréos de pdlen e Sol da Manha
com 60%. Para a cultivar XB 8010 nota-se uma queda do primeiro ao quarto dia, diminuindo
sua viabilidade quando mais maduro fosse o penddo. Nota-se que para a maioria das funcdes,
os coeficientes de determinacdo (R?) foram sempre préximos a 1, evidenciando que 0s
modelos utilizados sdo os que melhor se ajustam a amostra, quando avaliados as 8 horas.

As 10:00 horas, em meio solido, a equacdo para a cultivar BRS 2020 foi nao
significativa tendo um baixo ajuste (R?=0,21), mostrando que a variacdo ocorrida na
viabilidade de grdos de polen ndo € totalmente explicada pelas variagdes ocorrida nos
diferentes dias. As outras cultivares obtiveram um bom ajuste, tendo a XB 8010 as melhores
estimativas com valores proximos a 40% entre o terceiro e quarto dia de coleta, seguido da
XB 6012 com 35% de viabilidade do pdlen ao segundo dia de coleta e a Sol da Manha.
Quando em meio liquido a Sol da Manha apresenta um comportamento superior as outras
cultivares com valores acima de 55% de polen viaveis ao segundo dia de coleta, acompanhada
da XB 8010 com 50% ao terceiro dia. A cultivar XB 6012 teve um baixo ajuste (R°=0,42),
apresentando pouca variacdo nos diferentes dias de coleta, sendo no primeiro dia de coleta
30% de grdos de pdélen viaveis e no quarto dia proximo a 40%. J& em tetrazolio, pode-se
inferir que todas tiveram um bom ajuste na reta, sendo todos estes significativos. Verifica-se
um comportamento semelhante para cultivar Sol da Manhd e XB 8010 com um pico de
viabilidade no terceiro dia de coleta com valores acima de 60% de grdos de polen viavel. As
cultivares BRS 2020 e XB 6012 possuem um aumento na viabilidade até o segundo dia, 60%
e 50% respectivamente, tendo uma queda ao terceiro dia seguida de leve recuperagdo ao
quarto dia.

No ultimo horario de coleta, as 12:00, nota-se um baixo ajuste da reta para a variedade
Sol da Manha em meio sélido (R?=0,24) e pro hibrido simples XB 6012 (R*=0,32) em meio
liquido, ndo variando muito sua viabilidade ao decorrer dos dias de coleta. Neste horario, que
o hibrido duplo BRS 2020, em todos os meios de cultura avaliados e no teste de coloracéo,
obteve valores sempre superiores as outras cultivares estudadas, chegando ha apresentar 15%
de gréos de pdlen viavel a mais que 0s outros genoétipos. Nota-se também, que em geral, as
cultivares Sol da Manha e XB 6012 apresentam valores baixos de viabilidade quando
comparada a BRS 2020, mostrando que este horario ndo é o mais recomendado para coleta do
grdo de pdlen nestas cultivares.



As cultivares Sol da Manhd e XB 6012 apresentam as 8:00 horas viabilidade maior
quando comparado aos outros horario de coleta, independente do meio de cultura utilizado.
Diferentemente do hibrido duplo XB 8010 que possui uma maior viabilidade as 10:00 horas
da manha. Pode-se especular que a morfologia do penddo das cultivares interfira na
viabilidade de gréos de pdlen, sendo que penddes com maior angulo de insercdo entre a raquis
e as ramificacOes laterais apresentardo maior deiscéncia do pdlen j& aos primeiros horérios do
dia, como no caso das cultivares Sol da Manhd e XB 6012.

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com os observados na
literatura (BIGNOTTO, 2002; LUNA et al., 2001). A maioria das cultivares apresentou maior
quantidade de graos de pélen viaveis ao segundo dia de coleta, terceiro dia de antese. A queda

de umidade pode levar a reducédo da viabilidade dos graos de polen.
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Figura 3. Viabilidade in vitro de grdos de polen de milho coletados em diferentes dias da antese as 8:00 horas.
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Figura 4. Viabilidade in vitro de grdos de polen de milho coletados em diferentes dias da antese as 10:00 horas. A) Viabilidade in vitro em meio
de cultura solido. B) Viabilidade in vitro em meio de cultura liquido. C) Viabilidade in vitro em teste de colora¢do com tetrazolio
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Figura 5. Viabilidade in vitro de grdos de polen de milho coletados em diferentes dias da antese as 12:00 horas. A) Viabilidade in vitro em meio
de cultura s6lido. B) Viabilidade in vitro em meio de cultura liquido. C) Viabilidade in vitro em teste de coloracdo com tetrazolio.
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CONCLUSOES

O comportamento das cultivares quanto a viabilidade de pdlen é dependente das
condicdes climaticas.
O terceiro dia da antese e os horarios entre 8:00 e 10:00 horas da manhd podem ser

considerados os melhores para realizagéo de polinizagdes em campo.
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